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RESUMO 

ENVOLVIMENTO DE RECEPTORES TIPO 1 DA ANGIOTENSINA II (AT1R) EM 

MODELO ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA INDUZIDO POR DOIS DESAFIOS: 

ESTUDO DA INFLUÊNCIA DO SEXO E EFEITO PREVENTIVO DA 

CANDESARTANA 

 

A esquizofrenia é um transtorno mental grave e crônico que acomete mais de 21 milhões de 

pessoas no mundo. Os principais sintomas são: positivos (alucinações, delírios e paranoia), 

negativos (isolamento social, anedonia e alogia) e cognitivos (déficits na memória de trabalho 

e na atenção). Há importante influência do sexo quanto ao início dos sintomas, à gravidade dos 

sintomas e à resposta aos antipsicóticos, com as mulheres tendo, em geral, um melhor curso da 

doença do que os homens, provavelmente pelo efeito protetor que o estrógeno exerce. A 

hipótese neurodesenvolvimental que dá suporte a fisiopatologia da esquizofrenia vem ganhando 

destaque. Baseado nela foi desenvolvido um modelo animal de esquizofrenia induzido por “dois 

desafios”, sendo o primeiro “desafio” uma ativação imune na fase neonatal e o segundo 

“desafio” composto por eventos estressores na peripuberdade. A Candesartana (CAND), um 

fármaco bloqueador do receptor AT1 da angiotensina II (BRA) com diferentes propriedades 

neuroprotetoras, tornou-se nosso alvo na perspectiva da prevenção de alguns dos déficits 

neuropatológicos característicos da esquizofrenia. Dessa forma, nosso estudo avaliou se o 

tratamento preventivo com a CAND 0,3mg/kg v.o. na puberdade (dia pós-natal (DPN) 30 a 50) 

foi capaz de prevenir os sintomas comportamentais e neuroquímicos do tipo esquizofrenia em 

camundongos swiss machos e fêmeas que sofreram ativação imune neonatal (DPN5-7) induzida 

pela partícula viral poly(I:C) e passaram por eventos estressores durante a puberdade (DPN35-

43), evidenciando as possíveis diferenças de sexo encontradas. Analisamos os sintomas tipo 

positivos (testes de Inibição pré-pulso e Atividade locomotora), negativos (teste da Interação 

social) e cognitivos (teste do Labirinto em Y). Além disso, analisamos a expressão protéica do 

receptor AT1 e fator de transcrição nuclear kappa B (NF-κB), o estresse oxidativo (peroxidação 

lipídica e nitrito) e citocinas inflamatórias (IL1-β, TNF-α e IL4). Os resultados mostraram que 

o modelo de dois desafios induziu comportamento tipo-esquizofrenia em ambos os sexos com 

déficits de IPP e hiperlocomoção (sintomas positivos), prejuízo social (sintomas negativos) e 

déficits na memória de trabalho (sintomas cognitivos). Sendo a CAND capaz de prevenir todas 

as alterações comportamentais. Além disso, foi revelado uma supra expressão dos receptores 

AT1 e do NF-κB nos animais machos submetidos aos dois desafios, sendo a CAND capaz de 

prevenir esse aumento neste sexo. Ademais, a CAND foi capaz de prevenir o aumento da 

peroxidação lipídica no hipocampo (nos machos) e no plasma (ambos os sexos); e o aumento 

nos níveis de nitrito no hipocampo (apenas nas fêmeas) e no plasma (ambos os sexos) nos 

animais submetidos ao modelo de dois desafios. Quanto aos níveis das citocinas IL1β, IL4 e 

TNFα no hipocampo, apenas os animais machos submetidos ao modelo apresentaram níveis 

elevados, sendo a CAND eficiente em prevenir essa elevação. Nossos resultados apontam para 

uma interação entre desafio imune neonatal e eventos estressores na adolescência contribuindo 

para o desenvolvimento de alterações comportamentais e neuroquímicas tipo esquizofrenia na 

idade adulta em animais machos e fêmeas, os quais podem ser prevenidos, em parte, pelo 

tratamento com a CAND. Desta forma, sugerimos que o uso de BRAs pode ser uma alternativa 

interessante para a condução de pesquisas com modelos animais com validade translacional em 

psiquiatria. 

 

Palavras-chaves: Esquizofrenia, Candesartana, Receptor AT1, diferença de sexo, poly(I:C). 
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ABSTRACT 

INVOLVEMENT OF ANGIOTENSIN II (AT1R) TYPE 1 RECEPTORS IN TWO HIT 

ANIMAL MODEL OF SCHIZOPHRENIA: SEX INFLUENCE STUDY AND 

CANDESARTAN PREVENTIVE EFFECT 

 

Schizophrenia is a serious and chronic mental disorder that affects more than 21 million people 

in the world. The main symptoms are: positive (hallucinations, delusions and paranoia), 

negative (social isolation, anedonia and alogia) and cognitive (deficits in working memory and 

attention). There is a significant influence of sex on the prognosis of this disease, severity of 

symptoms and response to antipsychotics, with women generally having a better course of the 

disease than men, probably because of the protective effect of estrogen. The 

neurodevelopmental hypothesis that supports the pathophysiology of schizophrenia has been 

highlighted. Based on this, an animal model of schizophrenia induced by "two hits" was 

developed, the first "challenge" being an immune activation in the neonatal phase and the 

second "hit" composed of stress events in peripuberty. Candesartan (CAND), an angiotensin II 

receptor blocker (ARB) with different neuroprotective properties, has become our target in the 

perspective of preventing some of the neuropathological deficits characteristic of 

schizophrenia. Thus, our study evaluated whether preventive treatment with CAND 0.3mg / kg 

p.o. at puberty (postnatal day (PND) 30 to 50) was able to prevent behavioral and 

neurochemical symptoms of the schizophrenia type in male and female swiss mice who 

underwent neonatal immune activation (PND 5-7) induced by the poly (I: C) viral particle and 

underwent stressful events during puberty (PND35-43), evidencing the possible sex differences 

found. We analyzed positive type symptoms (pre-pulse Inhibition and Locomotor Activity 

tests), negative (Social Interaction test) and cognitive (Y-Maze test). In addition, we analyzed 

the AT1 receptor protein expression and nuclear transcription factor kappa B (NF-κB), 

oxidative stress (nitrite and lipid peroxidation), and inflammatory cytokines (IL1-β, TNF-α and 

IL4). The results showed that the two-hit model induced type-schizophrenia behavior in both 

sexes with deficits of IPP and hyperlocomotion (positive symptoms), social impairment 

(negative symptoms) and deficits in working memory (cognitive symptoms. In addition, a supra 

expression of AT1 and NF-κB receptors was shown in male animals submitted to both 

challenges, and CAND was able to prevent this increase in this sex. In addition, CAND was 

able to prevent the increase in lipid peroxidation in the hippocampus (males) and plasma (both 

sexes), and the increase in nitrite levels in the hippocampus (females only) and plasma (both 

sexes) in the animals submitted to the two challenges model As for cytokines IL1β, IL4 and 

TNFα in the hippocampus, only male animals submitted to the model presented high levels, 

and CAND was efficient in preventing this choice Our results point to an interaction between 

neonatal immune challenge and stressful events in adolescence, contributing to the 

development of behavioral and neurochemical changes such as schizophrenia in adulthood, 

which can be prevented in part by treatment with CAND. In this way, we suggest that the use 

of BRAs may be an interesting alternative for conducting research with animal models with 

translational validity in psychiatry. 
 

Keywords: Schizophrenia, Candesartan, AT1 Receptor, sex difference, poly(I:C). 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Aspectos gerais da esquizofrenia 

O termo clínico esquizofrenia é de origem relativamente recente em comparação com 

outras transtornos (JABLENSKY, 2010). Na antiguidade, a medicina era fortemente misturada 

com misticismo e as doenças mentais eram atribuídas a fenômenos paranormais, como a 

possessão por espíritos (KYZIRIDIS, 2005). Essa visão seguiu pela idade média, onde embora 

avanços fossem feitos, como a criação do primeiro asilo na Europa, a população ainda explicava 

sintomas como alucinações e delírios através da religião, acreditando que demônios estariam 

causando tais enfermidades (BRIGGS, 2002).  

Pela metade do século 19, com a sociedade europeia profundamente modificada pela 

revolução científica e industrial, psiquiatras europeus começaram a descrever casos de 

insanidade tipicamente afetando jovens, casos esses que muitas vezes levavam a uma 

deterioração cognitiva e comportamental crônica. Emil Kraepelin, um psiquiatra alemão, uniu 

todos esses diversos casos em uma única condição que chamou de “Demência 

Precoce”(FUSAR-POLI; POLITI, 2008).  

Posteriormente, um psiquiatra suiço, Eugen Bleuler, desafiou o conceito original da 

“Demência Precoce”, argumentando que a mesma é baseada em um estágio terminal de 

demência e falha, assim, por excluir casos clínicos que não chegassem a evoluir para um estado 

terminal de deterioração (JABLENSKY, 2010). Bleuler é o responsável por cunhar o termo 

“esquizofrenia”, que, do grego, significa “mente dividida”, em pacientes que apresentavam uma 

desconexão entre os processos de pensamentos e respostas emotivas (SILVEIRA, 2009). Em 

síntese, a história da esquizofrenia vai de possessão demoníaca a doença identificável, e de 

exorcismos aos antipsicóticos (OWEN, 2014). 

Atualmente, a esquizofrenia é conhecida por ser um distúrbio mental grave e crônico, 

que acomete mais de 21 milhões de pessoas ao redor do mundo provocando mudanças na 

percepção, pensamentos e comportamentos (NATIONAL INSTITUTE OF MENTAL 

HEALTH, 2016). A expectativa de vida para essas pessoas é menor que para a população em 

geral, de 11 a 20 anos de vida a menos que a população normal (LAURSEN et al., 2013), sendo 

o suicídio um importante fator, uma vez que 10% dos indivíduos com esquizofrenia o cometem 

em virtude da qualidade insuportável dos sintomas. É um distúrbio tratável, no entanto cerca de 

uma em cada duas pessoas com esquizofrenia não recebe tratamento adequado para a 

doença.(LAURSEN et al., 2013; TERMORSHUIZEN et al., 2012; “WHO | Schizophrenia”, 

2016). 
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Os sintomas que caracterizam a esquizofrenia podem ser divididos em categorias como 

“positivos”, “negativos” e “cognitivos” (HARVEY et al., 1996; LARSON; WALKER; 

COMPTON, 2010). As anormalidades do período psicótico são chamadas sintomas positivos 

porque refletem a presença de comportamentos anormais como delírios, paranoia, alucinações 

visuais e auditivas, pensamentos desorganizados e incoerentes e perda da associação normal 

entre as ideias. Já os sintomas do período não psicótico são chamados de sintomas negativos e 

são caracterizados pela síndrome amotivacional, os quais são mais difíceis de tratar, como, 

retraimento social, apatia, anedonia e alogia. Enquanto os sintomas cognitivos da esquizofrenia 

envolvem distúrbios nas funções executivas, como perda de memória, incapacidade de manter 

a atenção e falta de percepção, ou seja, um vasto conjunto de disfunções cognitivas (MEYER; 

FELDON, 2010; KAHN et al., 2015). Os sintomas negativos e cognitivos tem uma duração 

geralmente crônica, enquanto os sintomas positivos surgem de tempos em tempos, portanto de 

maneira episódica (WEICKERT et al., 2000).  

O diagnóstico da esquizofrenia é feito utilizando os critérios estabelecidos no Manual 

Diagnóstico e Estatístico de Distúrbios Mentais (DSM-5). Os critérios do DSM-5 requerem 

apenas dois ou mais sintomas e pelo menos um deles deve ser (1), (2) ou (3): 1. Delírios. 2. 

Alucinações, 3. Discurso desorganizado, 4. Comportamento grosseiramente desorganizado ou 

catatônico e 5. Sintomas negativos (i.e., reduções proeminentes na expressão da emoção e 

avolia) (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). 

Além disso, cerca de oitenta a noventa por cento dos pacientes com esquizofrenia 

relatam uma gama de sintomas, que incluem mudanças nas percepções, crenças, cognição, 

humor e comportamento, antes de ficarem psicóticos. São os chamados sinais prodrômicos da 

doença. Os demais 10 a 20 % desenvolvem quadros psicóticos agudos, sem sinais prodrômicos 

(GOURZIS; KATRIVANOU; BERATIS, 2002).  

Geralmente a incidência da esquizofrenia tem um pico no período da adolescência e 

no início da idade adulta, no entanto esse período pode variar com o sexo, que aparentemente 

modifica a relação idade-incidência. As observações sugerem que o início do distúrbio é mais 

precoce para homens, apresentando um pico acentuado no final da adolescência (entre 18 e 25 

anos) com as taxas permanecendo relativamente constantes, enquanto nas mulheres o pico 

inicial é mais tardio (25 a 35 anos) e o segundo pico entre 55 e 64 anos (PEDERSEN et al., 

2014; SADOCK, 2016; VAN DER WERF et al., 2014).  

Visto isso, o reconhecimento de que a psicose evidente não é o começo e nem a 

característica central da esquizofrenia (SOMMER et al., 2016), as perspectivas atuais visam 

promover uma melhoria na terapêutica da esquizofrenia através do reconhecimento dos sinais 



17 

 

e sintomas precoces e da prevenção em indivíduos com alto risco para desenvolver a doença 

(GAEBEL, 2011).  

1.2.Fisiopatologia 

A compreensão da fisiopatologia da esquizofrenia avançou no último século, 

evoluindo de teoria etiológica unicausal para modelos mais complexos (ARARIPE NETO; 

BRESSAN; BUSATTO FILHO, 2007). Ou seja, a disfunção da neurotransmissão 

dopaminérgica contribui na gênese dos sintomas psicóticos, mas as evidências também 

apontam para um envolvimento mais amplo e variável de áreas e circuitos cerebrais (OWEN; 

SAWA; MORTENSEN, 2016). Visto isso, podemos elucidar que a esquizofrenia está 

relacionada, mas não limitada a: i) disfunção na sinalização dos neurotransmissores, tais como 

dopaminérgicos e glutamatérgicos (BUCKLEY; STAHL, 2007); ii) desequilíbrio 

oxidativo/nitrosativo (ZHANG et al., 2010a) e um constituinte comum entre estas hipóteses 

pode ser um sistema imunológico disfuncional (GIBNEY; DREXHAGE, 2013).  

1.2.1. Hipótese dopaminérgica 

As hipóteses dos neurotransmissores são as hipóteses, ainda hoje, mais importantes na 

esquizofrenia. Elas são postuladas principalmente sobre disfunções da dopamina (monoamina) 

e do glutamato (aminoácido), porém não excluindo a participação de outros neurotransmissores 

por vias coparticipavas (GAEBEL, 2011a; HOWES et al., 2013; SELVARAJ et al., 2014).   

A hipótese dopaminérgica da esquizofrenia foi proposta inicialmente em 1960 quando 

o primeiro antipsicótico, clorpromazina, tratou com sucesso os sintomas positivos de pacientes 

esquizofrênicos (KIM; NA, 2017). A hipótese da hiperatividade dopaminérgica tem como 

suporte o tratamento bem-sucedido dos sintomas psicóticos por agentes bloqueadores dos 

receptores do tipo D2 no sistema mesolímbico (KAPUR; SEEMAN, 2001). Além disso, drogas 

que aumentam a atividade dopaminérgica no sistema nervoso central (SNC), como após 

intoxicação com estimulantes como anfetamina pode causar sintomas psicóticos que se 

assemelham à esquizofrenia (TSOI et al., 2008; ANGRIST; KAMMEN, 1984).  

A neurotransmissão dopaminérgica no Sistema Nervoso Central é mediada por quatro 

principais vias (Fig. 1), que são: (a) a via mesocortical que tem projeções da ATV para o córtex 

pré-frontal; (b) A via nigroestriatal, com os corpos celulares na substância nigra pars compacta 

(SNc) e as projeções dopaminérgicas vão para o estriado dorsal; (c) a via tuberoinfundibular, 

cujas fibras nervosas se projetam do hipotálamo para a hipófise anterior e (d) a via mesolímbica, 
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com fibras que se projetam da área tegumentar ventral (ATV) para o estriado ventral, o que 

inclui o núcleo accumbens, o núcleo caudado e estruturas do sistema límbico como o 

hipocampo e a amígdala (LUO; HUANG, 2016; SITA; ELIAS; BITTENCOURT, 2007; 

STAHL, 2013). 

 

 

Fig. 1: As vias dopaminérgicas da esquizofrenia. a) via mesocortical, b) via nigroestriatal, c) via 

tuberoinfundibular, d) via mesolímbica. (Fonte: Do próprio autor) 

As vias mesolímbica e mesocortical estão criticamente relacionadas com o 

processamento e regulação de estímulos emocionais e à flexibilidade comportamental 

(KRINGELBACH; BERRIDGE, 2009). No indivíduo esquizofrênico, a hiperatividade da 

neurotransmissão dopaminérgica mesolímbica promove um aumento da liberação de DA, 

responsável pelos sintomas positivos da esquizofrenia (ARICIOGLU et al., 2016). Enquanto 

isso, os sintomas negativos e déficit cognitivo estão associados com a hipoatividade da 

transmissão mesocortical que afeta tanto o córtex pré-frontal dorsolateral, provocando uma 

insuficiente estimulação de receptores D1, quanto o córtex pré-frontal ventromedial, 

responsável pelos sintomas negativos e afetivos associados à esquizofrenia (STAHL, 2013). 

Entretanto, foi visto que este sistema não poderia explicar todo o espectro da 

esquizofrenia, pois apesar de o aumento nos níveis de dopamina estar relacionado à 

fisiopatologia da esquizofrenia e ser efetivo para o tratamento dos sintomas positivos, o uso 
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crônico de antagonistas dopaminérgicos tem poucos efeitos sobre os sintomas negativos e 

cognitivos e afetivos (que poderiam inclusive ser piorados por estas medicações em algumas 

situações) (MELTZER et al., 2003; MEYER, 2007; NIKAM; AWASTHI, 2008; GAEBEL, 

2011; LONDERO; MASSUDA; GAMA, 2015).  

Outra restrição, sugerida por Laruelle et al., (1999), mostra que durante episódios 

agudos o sistema dopaminérgico de pacientes permanecia em estado ativado, mas não em 

períodos de remissão. Tal fato provavelmente ocorra devido o sistema dopaminérgico de 

esquizofrênicos ser hiperresponsivo, porém, como sugere o estudo de Abi-Dargham e Moore, 

2003 esta hiperresponsividade é transitória já que nas fases de remissão dos sintomas psicóticos 

o sistema dopaminérgico se comporta como o dos voluntários sadios.  

Assim, embora a hiperatividade na função dopaminérgica subcortical contribua 

substancialmente para a manifestação dos sintomas positivos, a hipótese original da dopamina 

deve ser estendida para incluir contribuições de outros sistemas de neurotransmissores na 

fisiopatologia da esquizofrenia (GRÜNDER; CUMMING, 2016).   

1.2.2. Hipótese glutamatérgica 

A via glutamatérgica também apresenta forte relação com a esquizofrenia. Nesta 

hipótese, o envolvimento do sistema glutamatérgico na esquizofrenia centra-se nos receptores 

ionotrópicos, sendo o receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) o subtipo mais estudado e 

relevante para entender a fisiopatologia da esquizofrenia (LIN; LANE; TSAI, 2012). Essa teoria 

propõe que uma função diminuída do receptor NMDA pode ser um fator de predisposição à 

esquizofrenia (COYLE, 1996). O que ocorre nas conexões neuronais que explica esta hipótese 

é uma interação anatômica e funcional entre neurônios dopaminérgicos, glutamatérgicos e até 

mesmo gabaérgicos (Stephen, 2007). 

O circuito neuronal glutamatérgico está envolvido diretamente com o dopaminérgico 

no córtex, ou seja, o neurocircuito glutamatérgico interage com o dopaminérgico, funcionando 

como um ativador deste último. Assim, em condições fisiológicas, quanto mais glutamato 

interage em receptores NMDA na via mesocortical, mais dopamina é liberada nesta mesma via. 

Na esquizofrenia ocorre uma hipofunção glutamatérgica nesta via, que promove, 

consequentemente, pouca liberação de dopamina no córtex, o que resulta em sintomas negativos 

e cognitivos (ARARIPE NETO; BRESSAN; BUSATTO FILHO, 2007; DEUTSCH et al., 

1989; STAHL, 2007).  

Já na via mesolímbica, em condições fisiológicas normais, os neurônios 

glutamatérgicos regulam a atividade de interneurônios gabaérgicos que inibem a liberação de 
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dopamina. Dessa forma, a hipofunção de receptores NMDA na via mesolímbica encontrada na 

esquizofrenia promove pouca estimulação dos interneurônios gabaérgicos, que, desta forma, 

não conseguem inibir o suficiente a liberação de dopamina nesta região, ou seja, a dopamina 

interage com receptores D2 muito mais preponderantemente do que o normal e isto precipita 

sintomas positivos (ARARIPE NETO; BRESSAN; BUSATTO FILHO, 2007; STAHL, 2007).  

A teoria da hipofunção dos receptores NMDA é fundamentada pela evidência de que 

antagonistas dos receptores NMDA, como a fenciclidina e cetamina, induzem um quadro 

clínico semelhante à esquizofrenia com a presença de sintomas positivos, negativos e 

cognitivos, ao contrário da anfetamina, que só gera sintomas positivos (CHINDO et al., 2012; 

LIN; LANE; TSAI, 2012).  

1.2.3. Hipótese neuroinflamatória  

A ideia da hipótese neuroinflamatória foi inicialmente introduzida por Stevens em 

1982. O pesquisador evidenciou a presença de marcadores inflamatórios no líquido 

cefalorraquidiano de pacientes esquizofrênicos correlacionando esses achados com a 

neuropatologia desta transtorno. Desde então, a associação entre doenças inflamatórias e 

esquizofrenia tem sido proposta (ARICIOGLU et al., 2016; MEYER; SCHWARZ; MÜLLER, 

2011a, 2011b; MÜLLER et al., 2015; RÉUS et al., 2015).  

Ademais algumas doenças auto-imunes parecem compartilhar uma série de 

características clínicas, epidemiológicas e genéticas com a esquizofrenia (BENROS et al., 

2011; TOMASIK et al., 2014).  Sendo sugerido também em estudos de perfil molecular que 

moléculas relacionadas ao estresse oxidativo e imunorregulação estão alteradas em certas 

regiões cerebrais na esquizofrenia. Tais pesquisas mostram que há uma expressão alterada de 

marcadores relacionados ao sistema imune no córtex pré-frontal (FILLMAN et al., 2013) e 

temporal (WU et al., 2012) bem como no hipocampo (HWANG et al., 2013) de pacientes com 

esquizofrenia. 

Reforçando essa conexão entre alterações imunológicas e esquizofrenia, foi observado 

uma elevada densidade de células da glia, que são conhecidas como células de defesa 

imunológica do sistema nervoso central (FILLMAN et al., 2013). A interação das células gliais, 

microglia e astrócitos, pode aumentar a produção de ácido quinolínico e ácido quinurênico por 

microglia e por astrócitos, respectivamente (KROKEN et al., 2014). O ácido quinurênico pode 

reduzir a liberação de glutamato, bem como a liberação de dopamina, ambas as quais podem 

contribuem para a disfunção cognitiva. Em contraste, o ácido quinolínico, contribui para a 

ativação do receptor NMDA e inibe a recaptação de glutamato, resultando em glutamato 
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extracelular excessivo, o que leva a peroxidação lipídica, excitotoxicidade, neurodegeneração 

(HAROON; RAISON; MILLER, 2012), fornecendo, assim, uma conexão direta entre a 

ativação imune e a neurotransmissão glutamatérgica na esquizofrenia.  

Visto isso, um aumento na resposta inflamatória e no estresse oxidativo pode levar à 

inflamação, que por sua vez pode estimular a microglia no cérebro. A ativação microglial é 

despertada pelo fenótipo M1, que está associado a um aumento na interleucina-1β (IL-1β) e do 

fator de necrose tumoral-α (TNF-α) (MEYER; SCHWARZ; MÜLLER, 2011b; RÉUS et al., 

2015). Essa ativação imunológica é evidenciada em cerca de 40 % dos pacientes com 

esquizofrenia, sendo essa porcentagem semelhante a aquela observada entre indivíduos 

esquizofrênicos com anormalidades estruturais (ALLEN et al., 2009). Ademais, tanto pacientes 

sofrendo com o primeiro episódio da doença quanto aqueles em recaída demonstram níveis 

elevados de IL-1β, interleucina 6 (IL-6) e TGF-β, que são normalizados quando os pacientes 

estão em tratamento antipsicótico; sendo, portanto consideradas marcadores de traço da 

esquizofrenia (MILLER et al., 2011). Desta forma, esses efeitos anti-inflamatórios dos 

antipsicóticos sobre os marcadores periféricos são acompanhados por uma capacidade de 

reduzirem a ativação microglial no SNC (MONJI; KATO; KANBA, 2009).  

O interesse em melhorar a compreensão da fisiopatologia das doenças psiquiátrica vem 

movimentando a comunidade científica para ver a inflamação como um dos principais 

processos envolvidos nos transtornos. De fato, uma recente meta-análise mostra que os níveis 

de IL-6, IL-1β, TNF-α, receptor solúvel de IL-2 (sIL-2R) e receptor de IL-1 antagonista (IL-

1RA) foram significativamente aumentados em pacientes com esquizofrenia e em outro 

distúrbios psiquiátricos (GOLDSMITH; RAPAPORT; MILLER, 2016). Evidenciou-se que os 

mediadores estão sob o controle da via de sinalização do fator nuclear kappa B (NF-kB), 

apresentando níveis elevados durante a doença aguda e crônica, e reduzidos com o tratamento. 

(ALTINOZ et al., 2018; GOLDSMITH; RAPAPORT; MILLER, 2016) 

O NF-κB é um importante fator de transcrição que regula uma ampla gama de 

processos celulares e vias de sinalização (LEZOUALC’H; BEHL, 1998). Por exemplo, quando 

superativado, o NF-kB pode autoinduzir sua produção via aumento de citocinas pró-

inflamatórias e induzir um estado inflamatório (ALTINOZ; KORKMAZ, 2004). Visto isso, foi 

demonstrado que modelos de estresse em ratos e camundongos transgênicos aumenta a 

sinalização de NF-κB, levando a indução do estado de anedonia e inibição da neurogênese 

(KOO et al., 2010). 

Contudo, a utilidade dos marcadores imunológicos para o diagnóstico e prognóstico 

da esquizofrenia ainda não foi bem estabelecida (TOMASIK et al., 2016). Isto porque o sistema 
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imunológico é dinâmico e sensível às mudanças, e, além disso, existem fatores como: 

predisposição genética, fatores de risco ambiental, fases da doença e efeitos colaterais da 

medicação antipsicótica que interferem nessa questão (TOMASIK et al., 2016). 

    Até o momento, o exato mecanismo pelo qual mudanças imunes conduzem à 

esquizofrenia permanece incerto (KELLER et al., 2013). Uma hipótese descreve que células 

microgliais ativadas no SNC liberam citocinas pró-inflamatórias que levam à alterações neurais 

(neurogênese e degradação) que contribuem para o patofisiologia da esquizofrenia (MONJI; 

KATO; KANBA, 2009). Outra teoria postula que polimorfismos em genes que suportam a 

função imunológica influenciam o sistema microvascular do cérebro em relação a estímulos 

ambientais ou pré-natais (ANDERSON; MAES, 2013; HÄNNINEN et al., 2007; HANSON; 

GOTTESMAN, 2005).  

1.2.4. Hipótese neurodesenvolvimental 

A hipótese neurodesenvolvimental da esquizofrenia vem ganhando destaque. Ela 

propõe que, embora a fase mais grave da doença geralmente ocorra no período da adolescência 

e início da fase adulta, suas raízes encontram-se nas fases precedentes do desenvolvimento do 

cérebro (MEYER; MACCABE, 2016). 

Esta hipótese estabelece que os genes relevantes envolvidos no desenvolvimento do 

cérebro são suscetíveis às interações gene-ambiente, principalmente durante o segundo 

trimestre da gestação, o que leva à interrupção de trajetórias do desenvolvimento cerebral, à 

desorganização do sistema límbico e à desequilíbrios neuroquímicos, por exemplo, 

dopaminérgicos (WEINBERGER, 1995). Assim, diversos insultos que ocorrem durante as 

fases iniciais de neurodesenvolvimento podem prejudicar a maturação cerebral tardia pós-natal 

através da ativação de circuitos neurais patológicos durante a adolescência ou idade adulta 

jovem, acarretando um aumento da vulnerabilidade à esquizofrenia (BROWN, 2011b; 

FATEMI; FOLSOM, 2009; NESTLER; HYMAN, 2010). 

Muitos estudos mostram essa associação entre a incidência de processos inflamatórios 

durante o período vulnerável de desenvolvimento do SNC e o risco aumentado de transtornos 

psiquiátricas como a esquizofrenia (TEJKALOVÁ; KLASCHKA; RŮŽIČKOVÁ, 2012). Ou 

seja, respostas inflamatórias podem indicar um fator de vulnerabilidade na psiquiatria geral, 

resultando em um aumento da carga de estresse em indivíduos com doenças psiquiátricas. Dessa 

forma, ao longo dos anos tem-se observado uma maior incidência de sintomas 
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neuropsiquiátricos durante ou na sequência de uma grande infecção ou alteração no sistema 

imunológico (FEIGENSON; KUSNECOV; SILVERSTEIN, 2014).  

Dessa forma, nas últimas duas décadas, as pesquisas se direcionaram para a realização 

de modelos neurodesenvolvimentais de esquizofrenia, que visam identificar processos 

etiológicos em que o cérebro, após eventos desencadeantes específicos, se desenvolve em um 

"cérebro tipo esquizofrenia" ao longo do tempo (MEYER; FELDON, 2012a). Nesse sentido, o 

desafio imune perinatal, particularmente, gerou avanços substanciais, uma vez que pode imitar 

longitudinalmente vários aspectos comportamentais e neurobiológicos desse transtorno 

(MEYER et al., 2008).  

1.2.5. Estresse oxidativo e esquizofrenia 

Ultimamente, as pesquisas sobre marcadores de estresse oxidativo veem ressaltando a 

importância do estresse oxidativo na fisiopatologia da esquizofrenia (HUANG; LIU, 2017; 

PADURARIU et al., 2010) e de outras alterações mentais. Visto que o cérebro é particularmente 

vulnerável ao dano oxidativo devido à sua alta utilização de oxigênio, seu alto teor de ácidos 

graxos oxidáveis polinsaturados e a presença de metais redox ativados (Cu+2 e Fe+2) (DO et al., 

2009), além de conter um nível relativamente baixo de enzimas antioxidantes 

(MONICZEWSKI et al., 2015). 

As Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) ocorrem quando há um desequilíbrio na 

produção de energia dos organismos eucariotos via mitocôndria, cujos processos incluem a 

fosforilação oxidativa/síntese de ATP, oxidação de ácidos graxos e aminoácidos e o Ciclo de 

Krebs. Esse desequilíbrio no metabolismo promove a geração de subprodutos tóxicos como 

superóxido (O2
−) e radicais de hidroxila que são propensos a causar danos no DNA, enzimas, 

proteínas, entre outros componentes celulares (KOGA; SERRITELLA; SEDLAK, 2016).  

O estresse oxidativo ocorre, portanto, quando há um desequilíbrio entre a manifestação 

sistêmica de EROs e a capacidade do organismo para eliminá-las (WATKINS; ANDREWS, 

2016). A fim de prevenir o dano oxidativo, o corpo contém um grande número enzimas capazes 

de eliminar as EROs, entre elas: catalase, superóxido dismutase (SOD), tiorredoxina, e outras 

enzimas que utilizem a glutationa como co-fator. No entanto, quando desreguladas, as enzimas 

capazes de eliminar as EROs acabam favorecendo ao aumento de doenças em que o estresse 

oxidativo e a inflamação ocorrem, incluindo as doenças neurodegenerativas (KOGA; 

SERRITELLA; SEDLAK, 2016).  



24 

 

Isto ocorre porque o processo inflamatório e o estresse oxidativo estão intensamente 

interligados, já que para acabar com as doenças infecciosas o sistema imunológico produz 

quantidades letais de EROs e espécies reativas de nitrogênio (ERN) (QUINN; AMMONS; 

DELEO, 2006). Além disso, moléculas oxidativas ativam muitos mediadores inflamatórios 

(STEULLET et al., 2016).  

Um dos fatores que suportam a desregulação do sistema redox na fisiopatologia da 

esquizofrenia são estudos relatando que na esquizofrenia ocorre uma diminuição de compostos 

antioxidantes e aumento de compostos oxidantes. De fato, existem múltiplas linhas de pesquisa 

evidenciando o aumento do estresse oxidativo em pessoas com esquizofrenia, seja através da 

mensuração de compostos oxidantes e antioxidantes (glutationa, SOD, catalase), de moléculas 

relacionadas ao estresse oxidativo, de produtos da oxidação (malonaldeído, mensurado pelas 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) ou através de estudos pré-clínicos e 

clínicos com antipsicóticos e outras drogas (AL-ASMARI; KHAN, 2014; COUGHLIN et al., 

2013; KOGA; SERRITELLA; SEDLAK, 2016). 

Muitos estudos concluíram que uma diminuição na atividade de enzimas 

antioxidantes, bem como dano oxidativo de membranas pelo aumento na peroxidação lipídica 

estão associadas a alguns sintomas clínicos da esquizofrenia. Sem dúvida, os produtos de 

oxidação, danificam o tecido neuronal o que pode não ser a causa primária, contudo pode 

contribuir na patogênese e deterioração da esquizofrenia, além de indicar um pior prognóstico 

(FENDRI et al., 2006; HUANG; LIU, 2017). 

Na tentativa de compreender a estreita relação entre o estresse oxidativo e a lesão 

neuronal induzida no modelo neurodesenvolvimental de esquizofrenia, medimos os níveis de 

TBARS e Nitrito no plasma e nos homogenatos hipocampais dos camundongos. 

1.3. A importância do pródromo na esquizofrenia 

O termo pródromo tem sido usado na esquizofrenia para se referir à fase que antecede 

o aparecimento inicial do surto psicótico, iniciando primeiramente com a mudança de 

comportamento (HERZ, 1999). Os principais sinais prodrômicos são: ansiedade, humor 

deprimido, isolamento social e alterações do sono, e ocorrem naqueles pacientes que 

desenvolverão quadros psicóticos (MOCHCOVITCH, 2015).  Nesse período, os pacientes estão 

em estado mental de "risco ultraelevado" ( “ultra high-risk”), e apresentam sintomas psicóticos 

com intensidade, frequência ou duração insuficientes para receberem o diagnóstico de uma 

psicose (SOUZA et al., 2013).  
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O interesse na fase prodrômica da esquizofrenia tem aumentado cada vez mais. 

Estudos com pacientes esquizofrênicos sugeriram que quanto mais cedo forem administrados 

os antipsicóticos mais eficaz o tratamento será. Tal fato levou a suposição de que se o tratamento 

fosse iniciado antes do início do primeiro surto o prognóstico do transtorno seria melhor. Em 

função disso, nos últimos 20 anos pesquisadores começaram a usar a fase prodrômica como o 

ponto ideal para iniciar a intervenção farmacológica (SOMMER et al., 2016; YUNG et al., 

2008).  

O desafio é, portanto, a identificação do pródromo através do desenvolvimento de 

critérios que sejam capazes de reconhecer pessoas com uma alta probabilidade de desenvolver 

a psicose, ou seja, maximizar os “verdadeiros positivos” e minimizar os “falsos positivos” 

(MCGORRY; GOLDSTONE, 2011). Uma estratégia para atingir esse objetivo tem sido o 

desenvolvimento dos critérios para pacientes Ultra High Risk. Estes critérios combinam vários 

fatores de risco, com o intuito de determinar o nível de risco no grupo selecionado. Um deles é 

o fator de risco da idade, adolescência e idade adulta jovem, já que esta é a faixa etária de maior 

incidência de psicose, combinada com fatores de risco clínicos e histórico familiar 

(ADDINGTON; HEINSSEN, 2012; BORA et al., 2014).  

De acordo com Yung et al., (2008) os critérios de identificação de pacientes com risco 

ultraelevado são: sintomas psicóticos positivos subliminares/ atenuados; sintomas psicóticos 

autolimitados, curtos e com resolução espontânea e história familiar de transtorno psicótico em 

parentes de primeiro grau. Embora os sintomas negativos não estejam entre os critérios 

propostos, estudos com pacientes em risco ultraelevado observaram déficits substanciais em 

domínios cognitivos e pouca interação social em jovens com sintomas psicóticos atenuados 

(ADDINGTON; HEINSSEN, 2012; BORA et al., 2014). Outro desafio é encontrar drogas 

seguras para o uso nessa fase, sem tantos efeitos colaterais quanto os antipsicóticos 

(MCGORRY; GOLDSTONE, 2011).  

De fato, o aumento da duração da psicose não tratada é associada a um pior prognóstico 

(ALTAMURA; BUOLI; SERATI, 2011; KESHAVAN; AMIRSADRI, 2007). Por exemplo, 

pacientes que tiveram um maior tempo para inciar o tratamento farmacológico demonstraram 

pior resposta ao tratamento e pior funcionamento social em comparação com esquizofrênicos 

com uma curta latência ao tratamento (MARSHALL et al., 2005; OWENS et al., 2010; 

SIMONSEN et al., 2007), devido à redução da morbidade e melhor qualidade de vida para os 

pacientes e suas famílias (LEE; MCGLASHAN; WOODS, 2005).  

Métodos para prevenir doenças ou reduzir o seu impacto negativo são classificados em 

categorias: primárias, secundárias e terciárias. A prevenção primária envolve os programas de 
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educação sobre a associação de complicações obstétricas e aumento do risco de esquizofrenia. 

A prevenção secundária envolve intervenção na fase prodrômica, ou seja, refere-se a esforços 

para reduzir a progressão da doença entre aqueles com fatores de risco graves ou com doença 

precoce. Já a prevenção terciária significa abordagens para reduzir o impacto da doença 

existente por reabilitação para restaurar a função e prevenir complicações relacionadas à doença 

(CAPLAN, 1964; LEE; MCGLASHAN; WOODS, 2005). O foco dessa pesquisa é a prevenção 

secundária por ser mais adequada para o tema e para o protocolo de prevenção do modelo de 

esquizofrenia adotado. 

1.4. Modelo animal de “dois desafios” 

A exposição à infecção no período neonatal e o trauma psicológico ocorrido na 

puberdade configuram dois fatores de risco ambientais implicados na etiologia de distúrbios 

neuropsiquiátricos, como esquizofrenia (BROWN, 2011a), autismo (ATLADOTTIR et al., 

2012) e transtorno bipolar (PARBOOSING et al., 2013). Entretanto, ainda encontram-se 

ausentes as evidências epidemiológicas que mostrem o impacto cumulativos desses desafios 

ambientais na vulnerabilidade às transtornos psiquiátricas crônicas (GIOVANOLI; WEBER; 

MEYER, 2014). Assim, modelos pré-clínicos têm mostrado as consequências de exposições 

combinadas de ativação imune pré-natal e estresse na puberdade, o chamado modelo de “dois-

desafios” (GIOVANOLI et al., 2013a).  

O modelo de dois desafios proposto por Keshavan e Hogarty (1999) trabalha a hipótese 

neurodesenvolvimental, na qual o prejuízo no desenvolvimento durante dois períodos críticos 

combinados (fase de desenvolvimento precoce cerebral e a adolescência) levam a sintomas 

associados com a esquizofrenia. De acordo com este modelo, utiliza a injeção de padrões 

moleculares associados a patógenos ou PAMPs (“Pathogen-associated molecular pattern” ou 

“PAMPs”), como a partícula viral mimética polyinosinic:polycytidylic acid (Poly (I:C)), 

administrada durante o período inicial de desenvolvimento animal para mimetizar a infecção 

pré-natal (GIOVANOLI et al., 2013a).  

O uso da poly(I:C), um análogo sintético do RNA viral de cadeia dupla, tem gerado 

um grande impacto sobre os pesquisadores que se concentram na base neurodegenerativa e 

neuroimunológica de distúrbios cerebrais humanos complexos, como a esquizofrenia 

(MEYER; FELDON, 2012b). Poly(I:C) leva a ativação de citocinas pró-inflamatórias através 

da ativação de receptores Toll-like 3, imitando  a resposta de fase aguda de uma infecção viral 

(MACÊDO et al., 2012; WANG et al., 2004).  
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Alguns estudos mostram a associação entre a incidência de processos inflamatórios 

durante o período vulnerável de desenvolvimento do SNC e o risco aumentado de transtornos 

psiquiátricas como a esquizofrenia (BROWN et al., 2004; TEJKALOVÁ; KLASCHKA; 

RŮŽIČKOVÁ, 2012). Ou seja, respostas inflamatórias podem indicar um fator de 

vulnerabilidade na psiquiatria geral, resultando em um aumento da carga de estresse em 

indivíduos com doenças psiquiátricas. Dessa forma, ao longo dos anos tem-se observado uma 

maior incidência de sintomas neuropsiquiátricos durante ou na sequência de uma grande 

infecção ou alteração no sistema imunológico (FEIGENSON; KUSNECOV; SILVERSTEIN, 

2014).  

O segundo “desafio” ocorre na adolescência, quando a eliminação excessiva de 

sinapses e perda de plasticidade pode explicar o surgimento dos sintomas (KESHAVAN, 1999). 

A vulnerabilidade do período da adolescência ocorre devido aos processos neuromaturacionais 

que ocorrem nesta fase, como o aumento da atividade do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal 

(HPA), assim como um declínio normativo no volume de matéria cinzenta cortical, que 

desempenham um papel importante na expressão clínica da esquizofrenia (FEINBERG, 1982). 

Por isso, a exposição a eventos traumáticos durante a adolescência parece aumentar o risco de 

psicose (MAYNARD et al., 2001). 

Visto isso, a exposição inicial como um insulto ambiental, tal como infecção, pode 

deixar a prole mais vulnerável para o efeito patológico de um segundo estímulo pós-natal, tal 

como estresse (GIOVANOLI et al., 2013b). Assim, a hipótese dos “dois desafios” sugere que 

a combinação da exposição neonatal a componentes virais ou bacterianos juntamente com um 

insulto durante a adolescência pode aumentar as chances de um surto tardio no indivíduo e, em 

último caso, levar ao aparecimento da síndrome clínica completa (BAYER; FALKAI; MAIER, 

1999). Combinados, a resposta imune e/ou inflamação e eventos estressores podem ser 

considerados válidos na conceituação multifatorial da hipótese dos “dois desafios” e do 

desenvolvimento da esquizofrenia. 

1.5. Tratamento farmacológico da esquizofrenia 

 Antes do surgimento dos antipsicóticos, o tratamento da esquizofrenia era baseada na 

terapia por choque elétrico, coma insulínico e leucotomia pré-frontal (SWAYZE, 1995). Visto 

isso, a descoberta da clorpromazina no início dos anos 1950 representou um grande marco na 

farmacoterapia da esquizofrenia (MIYAMOTO et al., 2008).   
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Os antipsicóticos são um grupo heterogêneo de drogas psicoativas e têm sido a base 

do tratamento da esquizofrenia nos últimos cinqüenta anos. São agrupados em duas categorias: 

típicos e atípicos (FALKAI et al., 2006). 

Os antipsicóticos típicos, os quais incluem fenotiazinas (iniciando com a 

clorpromazina), as butirofenonas (haloperidol), e as tioxantinas, são bastante efetivos na 

redução dos sintomas positivos (alucinações e delírios) (TANDON; NASRALLAH; 

KESHAVAN, 2010), porém, em relação aos sintomas negativos e cognitivos da esquizofrenia, 

apresentam eficácia reduzida (CHAN, 2017). Os antipsicóticos típicos são caracterizados 

também por produzirem sintomas extrapiramidais, reações de distonias agudas, parksionismo 

subagudo e acatisia, e seu uso crônico poderá levar a discinesia e distonias tardias (MELTZER 

et al., 2003).  

No entanto, com a introdução dos fármacos antipsicótico “atípicos” na década de 1990, 

houve uma diminuição substancialmente dos efeitos secundários extrapiramidais indesejados. 

Os antipsicóticos atípicos foram elaborados para serem mais eficazes no tratamento de 

pacientes refratários e na diminuição do comportamento suicida, bem como apresentar boa 

atuação sobre os sintomas negativos e menor incidência de efeitos motores secundários a curto 

e longo prazo (MARSH; RAO, 2002). Assim, foram desenvolvidos mais medicamentos da 

classe dos atípicos, como risperidona, olanzapina, quetiapina, ziprazidona e amisulpride 

(LIEBERMAN, 1996; TANDON; NASRALLAH; KESHAVAN, 2010). No entanto, estes 

podem apresentar outros efeitos como aumento de peso, resistência à insulina e anormalidades 

lipídicas (KAPUR; REMINGTON, 2001). 

Um terço a quinto dos pacientes diagnosticados com esquizofrenia não respondem aos 

antipsicóticos prescritos, e são considerados resistentes ao tratamento, intolerantes ao 

tratamento, ou apenas respondem parcialmente (MIYAMOTO et al., 2012). Para esses 

pacientes a clozapina tem sido a droga mais extensivamente estudada já que ela é o único 

antipsicótico aprovado pelo FDA para pacientes resistentes (CONLEY; KELLY, 2001). Porém, 

a clozapina não pode ser utilizada como um fármaco de primeira escolha devido a restrições 

legais que surgem com o alto risco de indução de agranulocitose (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2013).  

 Resultados de estudos em grande escala, comparando a eficácia das drogas típicas 

contra drogas atípicas na esquizofrenia parecem indicar que as drogas de atípicas não são mais 

eficazes do que as típicas e não estão associadas com melhores resultados cognitivos ou sociais 

(KEEFE et al., 2007; LIEBERMAN, 2007). No entanto, alguns estudos relatam que os 

antipsicóticos de segunda geração favorecem a adesão do paciente ao tratamento quando 
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comparados aos de primeira, uma vez que é menor a incidência de sintomas extrapiramidais 

(LAHON et al., 2012). 

1.6.  Candesartana 

A inibição de citocinas pró-inflamatórias ou o aprimoramento de mediadores anti-

inflamatórios em pacientes esquizofrênicos pode ser uma estratégia benéfica para prevenir as 

consequências devastadoras desta doença em relação ao dano e função neuronal (RÉUS et al., 

2015). Levando em conta que os tratamentos atuais para esquizofrenia encontram-se não apenas 

com eficácia limitada, mas também são frequentemente associados com efeitos colaterais 

graves, o interesse no desenvolvimento de terapias alternativas estão em alta (SHUNGU, 2012). 

Visto isso, substâncias com potencial anti-inflamatório, como a candesartana, tornam-se um 

alvo para a neurociência.  

A candesartana é um medicamento que age no sistema renina-angiotensina (SRA) 

através do antagonismo do receptor AT1 da angiotensina II.  Sua principal indicação é o 

tratamento de hipertensão arterial sistêmica (HAS), pois além de reduzir eventos 

cardiovasculares e renais, tem ação anti-inflamatória (GLEITER et al., 2006; SAAVEDRA; 

SÁNCHEZ-LEMUS; BENICKY, 2011). O SRA desempenha um papel importante na 

regulação da pressão arterial e homeostase dos fluidos corporais, e a disfunção destes está 

implicada na patogênese da HAS (ITO et al., 1995; PAUL; POYAN MEHR; KREUTZ, 2006).  

O principal produto biologicamente ativo do SRA é a angiotensina II (MCKINLEY et 

al., 2003), seus efeitos são geralmente mediados por dois subtipos de receptores, AT1R e AT2R 

(MEHTA; GRIENDLING, 2007). Os receptores do tipo AT1 são receptores acoplados à 

proteína G e no cérebro são localizados em neurônios, astrócitos, oligodendrócitos e microglia 

do córtex, hipocampo e gânglios da base (LABANDEIRA-GARCIA et al., 2017) sendo sua 

ativação pela angiotensina II responsável pela maioria dos efeitos fisiológicos e patológicos da 

ativação do SRA (SAAVEDRA; BENICKY; ZHOU, 2006b).  

A Angiotensina II do cérebro, através de seus receptores AT1, modula a 

neurotransmissão dopaminérgica, glutamatérgica e GABAérgica, responsáveis pela regulação 

do movimento, emoções, cognição, respostas ao estresse e resposta do cérebro à inflamação 

endógena e periférica (BASMADJIAN et al., 2017; BENICKY et al., 2011a; SAAVEDRA, 

2012a).  Alterações destas funções, juntamente com os componentes do SRA cerebral alterados, 

têm sido implicadas em vários transtornos do cérebro como depressão, Parkinson, Alzheimer, 

distúrbio bipolar e esquizofrenia. (BASMADJIAN et al., 2017; DE GÓIS QUEIROZ et al., 

2013; ELKAHLOUN; HAFKO; SAAVEDRA, 2016; GARD, 2004).  
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Além disso, pouco se sabe sobre esquizofrenia e o SRA; entretanto, a Angiotensina II 

está intimamente relacionada às vias de dopamina e glutamato, que são alteradas principalmente 

nessa patologia. Dentro da via dopaminérgica, a ligação de angiotensina II a AT1R desempenha 

um papel facilitando a liberação de dopamina (MARCHESE et al., 2016; PAZ et al., 2011). 

Tendo isso em mente, um estudo prévio relatou que o pré-tratamento in vitro com candesartana, 

foi capaz de atenuar a liberação de dopamina induzida por Anfetamina em fatias de caudate-

putamen e nucleus accumbens, mostrando, assim, que a ativação de AT1R está relacionada com 

as alterações neuroadaptativas induzidas pela anfetamina (PAZ et al., 2011).   

A diminuição da atividade do SRA pode ser alcançada pelo bloqueio da formação de 

Angiotensina II com inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) ou com 

bloqueadores dos receptores AT1 da angiotensina II (BRA), como a candesartana. De fato, 

pesquisas anteriores demonstraram diferentes propriedades ansiolíticas e neuroprotetoras dos 

fármacos BRAs (BENICKY et al., 2011a; SAAVEDRA; BENICKY; ZHOU, 2006b; 

TIMARU-KAST et al., 2012). Outrossim, o antagonismo desses receptores melhora o estresse 

oxidativo (BILD et al., 2013), aumenta os níveis do fator neurotrófico derivado do cérebro 

(BDNF) (KISHI; HIROOKA; SUNAGAWA, 2012), melhorando também a saúde 

cerebrovascular sob hipertensão, a remodelação vascular cerebral patológica e a inflamação 

vascular cerebral (BENICKY et al., 2011b; SAAVEDRA, 2005, 2012a). 

O estresse oxidativo aparenta ter um impacto significativo na patogênese da 

hipertensão arterial (BOTELHO-ONO et al., 2011; OLIVEIRA-SALES et al., 2008). Estudos 

indicam que a Angiotensina II estaria envolvida neste processo, pois, ao se ligar ao receptor 

AT1, desencadeia a ativação da enzima NADPH oxidase, que acarreta um aumento de espécies 

reativas de oxigênio. Essas substâncias, por sua vez, quando em excesso no cérebro são capazes 

de reduzir a sensitividade do baroreflexo cardíaco, levando a um descontrole da pressão arterial.  

Ademais, a NADPH oxidase produz quantidades significativas de superóxido, o qual pode 

reagir com óxidos de nitrogênio formando assim o peroxinitrito, uma substância com alto poder 

oxidante (DE QUEIROZ; MONTEIRO; BRAGA, 2013). Assim, é possível observar uma 

ligação entre a ativação de receptores AT1 pela Ang II e a produção de estresse oxidativo, fator 

importante na fisiopatologia dos pacientes com esquizofrenia (BOŠKOVIĆ et al., 2011; 

HUANG; LIU, 2017).  

A inflamação do cérebro tem um papel crítico na fisiopatologia de doenças cerebrais 

de alta prevalência e impacto econômico, como a esquizofrenia. Um estudo envolvendo um 

modelo de Inflamação cerebral demonstrou que a administração sistêmica de candesartana (1 
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mg / kg por dia) a ratos normotensos diminui a resposta inflamatória cerebral aguda à 

administração do lipopolissacarídio de endotoxina bacteriana (LPS) (BENICKY et al., 2011b) 

Dessa forma, embora a Candesartana seja reconhecida pela sua ação anti-hipertensiva 

(GLEITER et al., 2006), ela também desempenha papeis importantes em muitos sistemas 

fisiológicos do sistema nervoso central incluindo os distúrbios psiquiátricos (DE SOUZA 

GOMES et al., 2015; TIMARU-KAST et al., 2012; YAGI et al., 2013), como a esquizofrenia. 

No entanto, o espectro das atividades químicas e bioquímicas da candesartana é amplo e não 

está totalmente compreendido, sendo assim, utilizada na tese na tentativa de elucidar as vias de 

proteção pela qual a mesma age. 

1.7.  Influência do sexo na esquizofrenia 

Ultimamente, quando se trata de início do surto psicótico, severidade dos sintomas e 

desfecho da esquizofrenia, tem-se mencionado a diferença de gênero sob a hipótese de que os 

hormônios sexuais também exercem um papel na etiologia e tratamento da esquizofrenia 

(GOGOS et al., 2015).   

    A observação inicial sobre as diferenças de sexo na esquizofrenia se deu devido ao fato 

que homens e mulheres apresentam idades diferentes do primeiro surto, onde em homens ocorre 

em uma idade mais jovem em comparação com as mulheres (HÄFNER et al., 1991). Assim, o 

início do surto psicótico ocorre entre 18 e 24 anos nos homens, enquanto que nas mulheres 

ocorre cerca de 4 anos mais tarde (ERANTI et al., 2013). Entretanto, apenas mulheres com 

esquizofrenia sofrem um segundo pico de surto, geralmente aos 45 a 50 anos de idade 

(HÄFNER et al., 1993), e o curso da doença nas mulheres é menos severo quando comparado 

com os homens (OCHOA et al., 2012). Outras diferenças de sexo já relatadas são que as 

mulheres apresentam menos sintomas graves do tipo negativos, porém mais sintomas dos tipos 

positivos e afetivos, além de terem uma resposta mais favorável ao tratamento com antipsicótico 

(BEGEMANN et al., 2012).  

    Diferenças de sexo na esquizofrenia têm sido extensivamente estudadas e está cada 

vez mais aceito que os esteróides gonadais são fortemente implicados nesse fenômeno. A 

hipótese estipulada para as diferenças de gênero citadas é de que os hormônios esteroides 

gonodais são capazes de desempenhar um papel protetor nas mulheres contra o 

desenvolvimento da esquizofrenia (COHEN et al., 1999; GOGOS et al., 2015). Dessa forma, 

os picos de surto esquizofrênico que ocorrem na mulher pouco depois da puberdade e depois 

da transição da menopausa podem ser definidos por níveis de estrogênio flutuantes, 
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especificamente estradiol, que é o hormônio primário do sexo feminino (SEARLES; 

MAKAREWICZ; DUMAS, 2017).  

O efeito do estrogênio tem sido amplamente pesquisado e postula que o mesmo exerce 

um efeito protetor ao neutralizar as fêmeas contra o desenvolvimento e a gravidade da doença 

(GOGOS et al., 2015). Esse hormônio gonadal pode exercer efeitos em várias regiões do 

cérebro, afetando a cognição, o comportamento e o humor (FINK et al., 1996). Sendo também 

observado, nas duas últimas décadas, um papel neuromodulador do estrogênio na patogênese e 

na terapêutica de transtornos neuropsiquiátricos, incluindo a esquizofrenia (GOGOS et al., 

2015).   Visto isso, torna-se importante a pesquisa em ambos os sexos para se determinar a 

influencia do sexo no modelo dois “dois desafios” e no efeito terapêutico da candesartana.  
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2. RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

O efeito insuficiente da farmacoterapia atual sobre os sintomas negativos e déficits 

cognitivos reflete nossa má compreensão da etiologia da esquizofrenia (AGID; KAPUR; 

REMINGTON, 2008; LEUCHT et al., 2009; TANDON et al., 2008). Assim, o 

desenvolvimento de modelos animais desse transtorno torna-se uma ferramenta importante para 

esclarecer sua fisiopatologia e facilitar o progresso de novas terapêuticas. Nessa perspectiva, a 

tese em questão, estuda o modelo neurodesenvolvimental de “dois desafios”, o qual possui 

vantagens sobre outros modelos, pois permite realizar investigações comportamentais, 

eletrofisiológicas e neuroquímicas na ausência de intervenções cirúrgicas ou de drogas que 

possam interferir nos resultados (JONES et al., 2011).  

Além disso, o modelo de “dois desafios” da esquizofrenia é um modelo recente capaz 

de simular a etiologia da esquizofrenia em humanos (GIOVANOLI et al., 2013b; MONTE et 

al., 2017b), possuindo validade de face, constructo e validade preditiva (JONES et al., 2011). 

Visto isso, esse modelo pode ser empregado para resolver a questão controversa relacionada às 

intervenções preventivas em indivíduos psicóticos de risco “ultraelevado”(COMPTON, 2004).  

A prevenção em transtornos crônicos e incapacitantes como a esquizofrenia é 

particularmente importante (MORGAN et al., 2014). Isto porque a longa duração da psicose 

não tratada está associada a mudanças cerebrais estruturais, a déficits cognitivos que irão 

ocorrer no primeiro episódio de psicose e a um pior prognóstico da doença (BORA et al., 2017). 

Visto isso, o interesse na fase prodrômica da esquizofrenia tem aumentado devido à hipótese 

de que se a intervenção farmacológica fosse iniciada antes do início do primeiro surto o 

prognóstico do transtorno seria melhor (SOMMER et al., 2016; YUNG et al., 2008). 

Assim, acumulam-se provas sugerindo que a intervenção psicossocial e farmacológica 

precoce pode ser benéfica para atrasar ou prevenir o aparecimento de psicose (FUSAR-POLI 

et al., 2012). No entanto, atualmente, não existe uma prevenção estabelecida para os sujeitos 

em estado mental de "risco ultraelevado" para a psicose. Particularmente, o uso de 

antipsicóticos para a prevenção da psicose é controverso e os riscos e benefícios potenciais 

associados ao seu uso no pródromo permanecem incertos (MIYAKE et al., 2016).  

Apesar de décadas de intensa pesquisa e desenvolvimento, os tratamentos atuais para 

esquizofrenia encontram-se não apenas com eficácia limitada, mas também são frequentemente 

associados com efeitos colaterais graves, justificando, assim, o maior interesse no 

desenvolvimento de terapias alternativas eficazes e seguras para a fase prodrômica da 

esquizofrenia (MCGORRY; GOLDSTONE, 2011). Visto isso, potenciais agentes 
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neuroprotetores com ação antioxidante e anti-inflamatória, tais como Candesartana, tornam-se 

alvos na perspectiva da prevenção de alguns dos déficits neuropatológicos característicos da 

esquizofrenia (REDDY; REDDY, 2011; VIDOVIĆ et al., 2014).  

A candesartana é um medicamento que age no sistema renina-angiotensina (SRA) 

através do antagonismo do receptor AT1 da angiotensina II.  No cérebro, a Angiotensina II 

através da estimulação do receptor AT1 é um fator regulador com múltiplas ações, estando 

envolvida na regulação do estresse, nos sistemas autônomo e hormonal, na circulação, na 

resposta do cérebro à inflamação endógena e periférica e comportamento (BENICKY et al., 

2011a; SAAVEDRA, 2012a; SAAVEDRA; SÁNCHEZ-LEMUS; BENICKY, 2011).  

Desta forma, a Candesartana ao bloquear os receptores AT1 de angiotensina II 

demonstra diferentes propriedades neuroprotetoras e ansiolíticas (BENICKY et al., 2011a; 

SAAVEDRA; BENICKY; ZHOU, 2006b; TIMARU-KAST et al., 2012). Além disso, reduz o 

estresse oxidativo (BILD et al., 2013), aumenta os níveis de BDNF (KISHI; HIROOKA; 

SUNAGAWA, 2012), melhorando também a saúde cerebrovascular sob hipertensão, a 

remodelação vascular cerebral patológica e a inflamação vascular cerebral (BENICKY et al., 

2011b; SAAVEDRA, 2005, 2012a). Assim, os antagonistas do receptor AT1 administrados 

oralmente podem ser considerados como novos compostos terapêuticos para o tratamento de 

doenças do sistema nervoso central quando o stress, a inflamação e a isquemia desempenham 

papéis importantes. 

Nesse contexto, pretende-se com este trabalho defender a tese de que a CAND, um 

composto com propriedades antioxidantes e anti-inflamatória é capaz de prevenir os sintomas 

comportamentais e neuroquímicos do tipo esquizofrenia em camundongos que sofreram desafio 

imune neonatal induzido pela partícula viral poly(I:C) e passaram por eventos estressores 

durante a puberdade, evidenciando as possíveis influências do sexo no efeito deste fármaco. 

Esperamos, portanto, que nossos resultados contribuam para a compreensão das alterações 

neurobiológicas subjacentes à exposição de ocorrências e às diferenças de sexo na 

esquizofrenia, bem como contribua para a prevenção deste transtorno.  
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3. OBJETIVOS 

3.1.Objetivo Geral 

Estudar a influência do sexo e do tratamento preventivo da CAND sobre alterações 

comportamentais e neuroquímicas em camundongos submetidos ao modelo de esquizofrenia 

induzido por desafio imune neonatal por partícula vírus-símile combinado a estresse na 

adolescência. 

3.2. Objetivos Específicos 

− Avaliar a influência do sexo e do tratamento com a CAND nos sintomas 

esquizofreniformes do tipo positivo, negativo e cognitivo de animais submetidos aos 

desafios de estimulação imune neonatal do 5º ao 7º dia de vida e a eventos estressores 

na fase peripuberal; 

− Determinar alterações oxidativas (TBARS e Nitrito) no hipocampo e no plasma de 

animais submetidos ao modelo de dois desafios, avaliando a influência do sexo e o 

tratamento com a CAND na adolescência. 

− Determinar alterações inflamatórias (IL4, IL1β e TNFα) no hipocampo de animais 

submetidos ao modelo de dois desafios, avaliando a influência do sexo e o tratamento 

com a CAND na adolescência. 

− Determinar as alterações na expressão de proteínas hipocampais intracelulares 

relacionadas à esquizofrenia: AT1R e NFkb em animais machos e fêmeas expostos ao 

modelo de dois desafios e submetidos ao tratamento preventivo com CAND. 
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4. METODOLOGIA 

4.1. Animais 

Foram utilizadas matrizes de camundongos Swiss adultos machos e fêmeas oriundos 

do biotério da Universidade Federal do Ceará. As matrizes adultas recebidas foram ambientadas 

por uma semana e colocadas para acasalamento (machos : fêmeas = 1 : 3) para a obtenção dos 

filhotes utilizados nos experimentos. As fêmeas grávidas foram monitoradas para o dia do parto, 

que foi contado como dia pós-natal 1 (PN1). Todos os animais foram mantidos a uma 

temperatura controlada (23 ± 1° C), com ciclos claro/escuro de 12/12 horas (luzes acesas às 

7:00 da manhã) e com alimento e água ad libitum, exceto durante os experimentos.  

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa Animal (CEUA-UFC) sob 

número 72/15 e os experimentos seguiram os requisitos legais e éticos fornecidos pelo Guia de 

Cuidados e Usos de Animais de Laboratório do Departamento de Saúde e Serviços Humanos 

dos Estados Unidos da América (NIH, 1996) bem como de acordo com as diretrizes do Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal – COBEA. 

4.2. Drogas 

Polyinosinic:polycytidylic (Poly (I:C)) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) foi diluído 

em salina para a concentração de 2mg/kg de peso e administrado em um volume de injeção de 

30 μl/8 g de peso, via intraperitoneal (i.p). Candesartana (CAND) (AstraZeneca do Brasil Ltda) 

foi suspendida em carboximetilcelulose (CMC) 0.5% para a concentração de 0,3 mg/kg de peso 

do animal e administrada pela via oral (v.o.) com agulha curva de gavagem para camundongos 

em um volume de 0,1 mL/10g de peso. As doses de CAND (DE SOUZA GOMES et al., 2015; 

ISHRAT et al., 2015) e Poly (I:C) (GIOVANOLI et al., 2013a) foram baseadas em estudos 

anteriores. 

4.3. Protocolo Experimental 

Os animais foram conduzidos conforme o protocolo experimental do modelo de 

esquizofrenia dos dois desafios (“two-hits model”) induzido por estimulação imune pós-natal 

(primeiro desfio) e estresse na adolescência (segundo desafio). O modelo de esquizofrenia 

realizado é baseado em um estudo recentemente publicado e simula a etiologia da esquizofrenia 

em humanos (GIOVANOLI et al., 2013b; MONTE et al., 2017b). O modelo animal original de 

esquizofrenia por dois desafios é baseado na exposição materna a uma dose fisiologicamente 
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relevante de poly(I:C) no nono dia gestacional, considerada como o primeiro desafio, seguida 

por eventos estressores na fase peripuberal como um segundo desafio (GIOVANOLI et al., 

2013a). No entanto, o cérebro dos roedores ainda encontra-se em desenvolvimento e maturação 

significativa no início da vida pós- natal (SEMPLE et al., 2013). 

 

Fig. 2. Protocolo experimental. DPN: dia pós-natal. CAND: Candesartana, Sal: Salina. (Fonte: Do próprio autor). 

Nesse sentido, após o nascimento, os filhotes foram divididos de forma randomizada 

em 2 grupos iniciais (primeiro desafio ou sem desafio) como descrito na figura 2. No primeiro 

desafio, o análogo de RNA viral, Poly (I:C) 2 mg/kg, foi administrado via i.p. nos camundongos 

nos dias pós-natais (DPNs) 5, 6 e 7. Para os animais controles foi administrada solução salina. 

Poly(I:C) ou Sal foram administrados em um volume de 30 μl/ 8 g de peso corporal. Estes dias 

equivalem ao fim do terceiro trimestre da gravidez para os seres humanos (SEMPLE et al., 

2013), que corresponde a um período vulnerável para distúrbios de desenvolvimento, uma vez 

que o acometimento de infecções virais nessa fase da gestação humana está associado a um 

risco aumentado para a psicose na prole quando adulta (BUKA et al., 2008). Os filhotes foram 

mantidos com suas respectivas genitoras em gaiolas, até o desmame no DPN21, onde foram 

separados de acordo com o sexo, tratamento e segundo desafio (Estresse ou sem desafio), de 

maneira que cada grupo contivesse um “n” de 10 a 15 animais oriundos de pelo menos seis 

proles diferentes. O modelo experimental contou com um total de 8 grupos (Tabela 1).  
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Sexo Primeiro 

desafio 

(DPN 5-7) 

Segundo 

desafio 

(DPN 35-43) 

Tratamento 

(DPN 30-50) 

Grupo experimental 

M e F Sal - Água Sal / E- 

M e F Sal - CAND Sal / E- / CAND 

M e F Poly(I:C) Estresse Água Poly (I:C) / E+ 

M e F Poly(I:C) Estresse CAND Poly (I:C) / E+ / CAND 

Tabela 1: Divisão dos grupos experimentais. DPN: dia pós-natal, M: machos, F: fêmeas, CAND: Candesartana, 

Sal: Salina, E+: expostos ao estresse; E-: não expostos ao estresse. 

 

Para a indução dos dois desafios os animais foram submetidos, além da injeção de poly 

I:C no período pós-natal, a eventos estressantes na adolescência (segundo desafio). O protocolo 

de estresse sub-crônico variável incluiu cinco eventos estressores imprevisíveis realizados entre 

DPNs 35 a 43, com intervalo de 1 dia entre cada evento estressor: DPN35 - Imobilização, 

DPN37 – Choque no pé, DPN39 – Nado forçado, DPN41 – Privação de água e DPN43 - 

Imobilização (item 4.4). Esse período é compatível à idade de 12 a 18 anos em seres humanos 

(SEMPLE et al., 2013) e é particularmente crítico em relação à associação entre exposição a 

experiências traumatizantes e doenças subsequentes relacionadas à psicose na idade adulta 

(FISHER et al., 2010; JIA et al., 2010), fato que traz uma validade translacional maior ao 

modelo.  

Cobrindo esse período, do DPN30 ao DPN50, foi administrado CAND 0,3 mg/kg por 

v.o. aos animais que formaram os grupos prevenção: (Poly(I:C) / E+ / CAND) e (Sal / E- / 

CAND). Os grupos que não receberam o tratamento preventivo com a CAND, foram tratados 

com água no mesmo período. Tendo em vista que o tratamento com a CAND foi realizado com 

propósito de avaliar sua ação preventiva no transtorno, não foi testada nenhuma droga 

antipsicótica, já que estas atuam apenas quando o distúrbio já está manifestado, não tendo 

efetividade no pródromo. Os animais do grupo controle (Sal / E-) e (Sal / E- / CAND) não foram 

submetidos aos eventos estressores (E-).  

As avaliações comportamentais dos animais foram realizadas no PN70 (idade adulta). 

Seguindo as determinações comportamentais, os camundongos foram eutanasiados por 

decapitação para os ensaios neuroquímicos, sendo o sague coletado por punção retro orbital e 

hipocampo dissecado, ambos rapidamente congelados e armazenados a -70 ° C até os ensaios. 

Os ensaios neuroquímicos foram realizados no plasma (marcadores de estresse 

oxidativo) e no hipocampo (marcadores de estresse oxidativo, citocinas e expressão protéica). 
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Em nosso estudo a área cerebral utilizada foi o hipocampo por ser uma estrutura do lóbulo 

temporal medial de mamíferos implicada no controle da emoção e na formação de memórias 

episódicas e espaciais (KANDEL, 2012). Ademais, pacientes com esquizofrenia apresentam 

alterações estruturais e funcionais nesta área, incluindo mudanças nos receptores de 

neurotransmissores, redução no volume hipocampal e alteração nas conexões sinápticas 

(HARRISON, 2004). 

4.4 Estímulos estressores (GIOVANOLI et al., 2013b) 

 O estresse no período da adolescência inicial foi induzido nos grupos Poly (I:C) / E+ e 

Poly (I:C) / E+ / CAND através dos cinco eventos estressores descritos a seguir: 

DPN35: Imobilização: Os camundongos foram mantidos em tubos de plástico foscos 

individuais (diâmetro: 6 cm, comprimento: 13 cm) por 45 min. Os tubos contensores tinham 

furos (2 mm de diâmetro), de modo a facilitar o fornecimento de oxigênio. Os animais foram 

imediatamente devolvidos para suas gaiolas ao final do procedimento. 

DPN37: Choque no pé: Os camundongos sofreram 3 estímulos de choques de intensidade de 

3mA durante 1 segundo, separados por 3 minutos de descanso, no aparelho de Esquiva Passiva 

(INSIGHT equipamentos científicos – Brasil modelo EP- 104-MC). A sessão termina com um 

período de adicional de 3 minutos, no qual não há estímulo de choque. 

DPN39: Privação de água: Os animais foram submetidos a privação de água durante 16 horas. 

Para isso, no 39º as garrafas de água foram retiradas as 16:00 horas e repostas as 8:00 horas do 

40º dia do protocolo. Os animais tiveram livre acesso à comida durante todo o período de 

privação de água. 

DPN41: Nado forçado: Os animais foram submetidos a duas sessões de nado forçado, cada 

uma com duração de 1 minutos. Para isso, eles foram colocados individualmente em cilindros 

de acrílico (50 cm de altura, 18 cm de diâmetro) contendo 30 centímetros de profundidade de 

água a temperatura ambiente. As sessões foram separadas por um intervalo de 3 minutos. 

Terminadas as sessões, os camundongos foram secos com uma toalha e imediatamente levados 

de volta para suas gaiolas. 

DPN43: Imobilização: Os animais sofreram o mesmo estímulo estressor aplicado no dia 35. 
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4.5 Determinações comportamentais 

Anteriormente à realização dos testes comportamentos os animais foram transportados 

cuidadosamente até a sala do teste para uma prévia ambientação. Todos os testes foram 

realizados entre 09:00 e 17:00 horas em salas com iluminação atenuada. No período de intervalo 

entre o teste de cada animal, os aparatos foram limpos com álcool etílico 10% para prevenir o 

viés de pistas olfatórias deixadas pelos outros animais. 

4.5.1 Inibição Pré-pulso (IPP)  

O reflexo de sobressalto é uma resposta involuntária primitiva e protetora do corpo a 

um estimulo acústico intenso e inesperado. A reação envolve uma ativação de músculos 

esqueléticos e faciais que ocorre dentro de poucos milissegundos, acarretando em uma recuo 

do corpo inteiro em roedores (DAVIS, 1984). A Inibição Pré-Pulso (IPP) é caracterizada pela 

redução do reflexo de sobressalto a um estímulo acústico intenso (pulso), quando 

imediatamente precedido por um estímulo de menor intensidade (pré-pulso) (Fig. 3) 

(HOFFMAN; ISON, 1980a; SWERDLOW et al., 2008). Visto isso, o teste de IPP foi aplicado 

para determinar déficits no filtro sensório motor, um endofenótipo da esquizofrenia 

(TURETSKY et al., 2007). 

 

Fig. 3. Inibição pré-pulso (IPP) é a diminuição da resposta de sobressalto quando o estímulo de sobressalto 

eliciador, o pulso, é precedido por um estímulo sensorial mais fraco, o pré-pulso. Fonte: Adaptado de (KOHL et 

al., 2013).  
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No presente estudo, a reação corporal dos animais a um estímulo acústico foi 

monitorada em uma câmara (INSIGHT equipamentos científicos – Brasil modelo EP-175) 

montada em uma caixa fechada ventilada. Para isso, os camundongos foram colocados em um 

contensor (4,5 × 5,0 × 5,5 cm) consistido de barras de aço inoxidável de 3,0 mm de diâmetro 

com espaçamento de 0,8 centímetros de distância. O contensor foi mantido preso sobre uma 

balança, chamada de plataforma de resposta, através de quatro pequenos parafusos. Um alto-

falante localizado a 15 cm do contensor foi utilizado para fornecer os estímulos de pulso, pré-

pulso e ruído de fundo. O contensor, a plataforma e o alto-falante são localizados dentro de uma 

câmara acústica ventilada (64 × 60 × 40 cm). Procedimentos de calibração foram realizados 

antes dos experimentos para garantir sensibilidades equivalentes das plataformas de resposta 

ao longo do período de teste (Fig. 4). 

 

Fig. 4. Representação real do aparelho para teste de inibição pré-pulso. 

A sessão de testes começou ao colocar um animal no contensor para a aclimatação, 

este procedimento consistiu em uma exposição de 5 minutos ao ruído de fundo (65 dB). Após 

o período de aclimatação os camundongos foram apresentados a uma série de 10 estímulos de 

treino (pulso sozinho - 120 dB, 50 ms de duração), com um ensaio de inter-intervalo de 20s. O 

objetivo desta fase foi permitir a habituação da resposta de sobressalto do animal. 

Posteriormente, a modulação IPP de sobressalto foi testada no seguinte protocolo: 74 ensaios 
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pseudorandomizados dividido em oito categorias diferentes, apresentados com um intervalo 

inter-estímulos de 20s: 20 apresentações de pulso sozinho (120 dB, 50 ms de duração), 8 

apresentações de cada intensidade de pré-pulso sozinho (70, 75 e 80 dB, frequência 3000 Hz, 

20 ms de duração), 10 apresentações de cada intensidade de pré-pulso + intensidade de pulso 

(com intervalo de 50ms entre pré-pulso e pulso) e ausência de estímulo, nesse bloco o animal 

só recebe o estímulo de ruído de fundo (LEVIN et al., 2011). São utilizadas três intensidades 

de pré-pulso diferentes para que o teste tenha maior veracidade, como se o mesmo fosse feito 

em triplicata. 

A média da amplitude de resposta de sobressalto aos ensaios de pulso sozinho (P) e 

pré-pulso + pulso (PP + P) foi calculada para cada animal. O nível de IPP em cada camundongo 

foi definido como a porcentagem da redução da amplitude do sobressalto nos ensaios de PP + 

P em comparação com a amplitude do sobressalto nos ensaios de P, de acordo com a seguinte 

fórmula: % PPI = 100 - [100 × (PP + P / P)]. Usando esta fórmula, um valor de IPP de 0% 

denota que não houve diferença entre a amplitude da resposta de sobressalto do pulso sozinho 

e do pré-pulso + pulso, consequentemente, não houve IPP (LEVIN et al., 2011). 

Esperou-se que os grupos submetidos ao modelo neurodesenvolvimental dos dois 

desafios apresentassem déficits de IPP neste teste comportamental e que os animais tratados 

com a Candesartana não apresentassem alterações neste parâmetro. 

4.5.2 Campo Aberto 

A atividade locomotora foi avaliada através do teste de campo aberto (ARCHER, 

1973). Este teste foi realizado em um campo (30 cm × 30 cm x 15 cm), dividido em nove partes 

iguais. Como mostrado na Fig. 5, o software Panlab SMART video tracking system 3.0 foi 

utilizado para gravar e avaliar o movimento dos camundongos. Para isto, a câmera do software 

foi anexada a um suporte elevado acima do aparato, a uma distância que permitisse a 

visualização completa do aparato do teste de campo aberto. Seguindo as instruções do 

fabricante, nove zonas foram delimitadas virtualmente para que o número de zonas cruzadas 

(com as quatro patas) fossem registrados. Assim, os animais foram colocados no centro do 

campo e foi permitido que eles explorassem livremente o cenário por 1 minuto (período de 

habituação) seguidos de mais 5 minutos (período do teste) (ARCHER, 1973) (Fig. 5). 
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Fig 5: Avaliação da Atividade Locomotora através do software SMART (Fonte: Do próprio autor). 

4.5.3 Preferência Social 

Os comportamentos de interações sociais são componentes adaptativos e fundamentais 

da biologia de várias espécies de animais. O reconhecimento social de animais da mesma 

espécie é importante para manutenção da hierarquia social e escolha de parceiros para o 

acasalamento. O prejuízo na sociabilidade e reconhecimento social está presente em uma 

variedade de transtornos neuropsiquiátricos como, por exemplo, a esquizofrenia (WILSON; 

KOENIG, 2014). 

O teste de interação social é caracterizado por um paradigma padrão para estudar o 

comportamento social geral, além de ser uma ferramenta valiosa nos testes de screening de 

substâncias ansiolíticas e antipsicóticas (SAMS-DODD, 1995). O aparato do teste consiste em 

uma caixa de acrílico 60 × 40 cm dividida em três câmaras. Como representado na figura 6, os 

animais testados foram alocados no compartimento central do aparato, podendo explorar 

livremente as outras câmaras através de uma pequena abertura (6 × 6 cm) nos divisores. Nas 

câmaras das extremidades havia uma gaiola de ferro, uma com um animal desconhecido e do 

mesmo sexo (câmara social) e outra vazia (câmara oposta) (Fig. 6). Os animais testes foram 

colocados na câmara central, cada um teve um tempo de 5 min de exploração na caixa 

(RADYUSHKIN et al., 2009). Foi medido o tempo que o animal passou em cada uma das três 

câmaras e a porcentagem de interação social foi definida como: (porcentagem de tempo gasto 

na câmara social) − (porcentagem de tempo gasto na câmara oposta). 
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Fig 6. Protótipo e aparato utilizado para o teste de Interação Social (Fonte: Do próprio autor). 

4.5.4 Labirinto em Y 

A memória de trabalho foi avaliada por meio de um teste de Labirinto em Y, que 

permite avaliar o comportamento cognitivo exploratório através da percepção do desempenho 

de alternação espontânea (MAURICE; LOCKHART; PRIVAT, 1996). O labirinto consiste em 

3 braços idênticos de 40 cm de comprimento, 25 cm de altura e 6 cm de largura cada 

convergindo a um ângulo igual de 120º (Fig. 7). Cada camundongo foi colocado na extremidade 

de um braço e deixado para explorar o ambiente por 8 minutos. A sequência dos braços em que 

os animais entraram foi então anotada e as informações analisadas de forma a determinar o 

número de entradas no braço sem repetição. Uma alternação foi considerada correta se o animal 

visitou um novo braço e não retornou ao braço anteriormente visitado (exemplo de alternação 

correta: braços 1,2,3 ou 3,1,2; exemplo de alternação incorreta: 1,2,1 ou 3,1,3). Assim, a 

percentagem das alternações corretas foi calculada como a razão entre as alternações corretas 

(n) e o número de visitas realizadas durante o período de observação (n-2), multiplicado por 

100 (DALL’IGNA et al., 2007; YAMADA et al., 1996). 
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Fig. 7: Teste do Labirinto em Y (Fonte: Do próprio autor). 

4.6 Determinações biomoleculares e neuroquímicas 

4.6.1 Expressão proteica de AT1R e NFkb 

 A quantificação da expressão proteica hipocampal do Receptor de angiotensina II Tipo 

1 (AT1R) e NFkb foi avaliada através da técnica de Western Blotting. Seguiram-se 

sequencialmente as seguintes etapas: extração de proteínas, dosagem de proteínas e Western 

Blotting. 

4.6.1.1 Extração de proteínas 

 O hipocampo foi macerado com auxílio de cadinho e pistilo em nitrogênio líquido. O 

produto desse processo foi inserido em microtubo contendo 200 μl de tampão RIPA (25 mM 

Tris-HCl pH 7,6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1% NP-40; 1% triton-X-100; 1% deoxicolato 

de sódio; 0,1% SDS) e inibidor de protease (SigmaAldrich, EUA, 1μL de inibidor de protease: 

100μL de RIPA). Em seguida, as amostras foram vortexadas por 30 segundos, a cada 10 min 

por 30 min, e centrifugadas (17 min, 4ºC, 13000 rpm). O pellet foi desprezado e o sobrenadante 

(porção que contém as proteínas) foi transferido para um novo microtubo. 

4.6.1.2  Método Bradford para dosagem de proteínas 

  A concentração de proteínas totais na amostra foi determinada pelo emprego de reagente 

de Bradford (Bio-Rad Protein Assay – Dye Reagent Concentrate - BioRad Laboratories, 

Hercules, CA, USA). A ligação à proteína ocorre quando a absorção máxima da solução ácida 

Coomassie Brilliant Blue G-250 muda de 465 para 595 nm. Foram pipetados 160 μL de amostra 
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e 40 μL de solução de Bradford nas placas e a leitura foi feita por espectrofotômetro (595 nm), 

utilizando-se uma curva de calibração de albumina bovina sérica (BSA) de 0,2 a 1,0 mg / mL. 

4.6.1.3 Western Blotting 

 Inicialmente, preparou-se 50 μg de proteína referente a cada amostra, adicionando 

tampão da amostra (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCl, pH 6,8; 26,3% glicerol; 2,1% SDS; 

0,01% azul de bromofenol) e β-mecaptoetanol (BioRad, EUA), vortexando por 10 segundos, 

aquecendo no banho maria (95ºC, 5 min) e centrifugando (10000 rpm, 4ºC, 30s). Em seguida, 

realizou-se a eletroforese vertical de proteínas em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 

60 V nos primeiros 15 min para deposição das amostras no fundo do poço e 120 V para o 

restante da corrida, onde foi utilizado gel a 10% para todas as proteínas, com exceção do gel 

para determinação de NR2B que foi de 7%, e tampão de corrida (25 mM Tris; 192 mM glicina; 

1% SDS). Após a corrida, efetuou-se a transferência por eletroforese das proteínas do gel para 

a membrana de PVDF (BioRad, EUA, Fluoreto de polivinilideno) a 100 V por duas horas em 

tampão de transferência (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% metanol). Após esta etapa, as 

membranas foram bloqueadas por uma hora em agitação constante, para reduzir as ligações 

inespecíficas, com 5% BSA (Sigma-Aldrich, EUA) diluído em tampão salina Tris-HCl 

suplementado com Tween 20 (TBST- 20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1% Tween 20). 

Em seguida, realizou-se a lavagem das membranas com TBST, sendo três lavagens por 10 min 

cada. Na etapa seguinte, as diferentes membranas foram incubadas, overnight a 4ºC sob 

agitação constante, com os anticorpos primários Anti-AT1R (1:1000; Abcam, USA), anti-NFkb 

(1:1000; Sigma, USA) e rat anti-α-tubulin IgG primary antibody (1:4000; Sigma, USA) diluídos 

em 1% de BSA em TBS-T. Após esta etapa, realizaram-se três lavagens de 10 min cada com 

TBS-T. As membranas foram incubadas com os anticorpos secundários HRP-goat anti-rabbit 

IgG (1:1000; Invitrogen, USA) ou HRP-goat anti-mouse IgG (1:1000; Sigma, USA) por duas 

horas em temperatura ambiente. Decorrido este tempo, as membranas foram lavadas 4 vezes, 

duração de 10 min cada, com TBS-T. Enfim, adicionou-se o reagente de quimioluminescência 

(BioRad, EUA, Clarity western ECL blotting substrate) e as membranas foram agitadas por 5 

min. As imagens das bandas foram capturadas por um sistema de ImageQuant 300 Imager (GE 

75 Healthcare, EUA). A densidade das bandas foi mensurada por meio do software Image J 

(NIH, Bethesda, MD, EUA). 

 

http://www.abcam.com/g-protein-coupled-receptor-30-antibody-ab39742.html
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4.6.2 Determinações inflamatórias (IL4, IL1β e TNFα) 

Inicialmente, as amostras de hipocampo foram homogeneizadas a 8x em tampão PBS 

com inibidor de protease (SigmaAldrich, EUA), centrifugadas a 13000 RPM durante 10 

minutos. O sobrenadante do hipocampo foi utilizado para determinar a concentração das 

citocinas IL4, IL1β e TNFα através de ensaio imunoenzimático (ELISA). Foi utilizado um kit 

comercial de Elisa (R & D Systems, Minneapolis, MN, EUA) referênte ao tipo de citocina e o 

experimento foi conduzido de acordo com as instruções do fabricante e as concentrações 

expressas em pg / g de tecido. 

4.6.3 Determinações do estresse oxidativo 

Muitos estudos mostram o estresse oxidativo como um dos mecanismos envolvidos na 

fisiopatologia da esquizofrenia (EMILIANI; SEDLAK; SAWA, 2014; HUANG; LIU, 2017). 

Visto isso, amostras de plasma sem diluição, obtidos após centrifugação (3.500 rpm/15 

minutos) das amostras de sangue coletado de cada animal; e amostras de hipocampo após 

homogenização com tampão fosfato de potássio monobásico 50 mM pH 7,4, foram utilizadas 

para avaliar os seguintes ensaios de estresse oxidativo:  

4.6.3.1 Peroxidação lipídica 

A peroxidação lipídica foi avaliada através da mensuração de substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (do inglês: thiobarbituric acid reactive substances -TBARS) nos 

homogenatos de hipocampo e no plasma de cada camundongo como uma medida de produção 

de espécies reativas de oxigênio (DRAPER et al., 1993). Inicialmente, 63μL do plasma e do 

homogenato do hipocampo foram misturado a 100 μL de ácido perclórico 35% e centrifugadas 

(7000 rpm/15 min). Após este passo, 150 μL dos sobrenadantes foram recuperados e misturados 

com 50 μL de ácido tiobarbitúrico 1,2%, e em seguida, estas amostras foram aquecidas em um 

banho de água fervente por 30 min. Após o resfriamento, a peroxidação lipídica foi determinada 

por absorbância a 535 nm e foi expressa como mcg de MDA / g de tecido úmido, para amostras 

de hipocampo e microg de MDA / mL, para amostras de plasma  (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 

1979). 

4.6.3.2 Nitrito 

 Para avaliar alterações na produção de óxido nítrico (NO), foram determinados níveis 

de nitrito em homogenatos dos hipocampos e plasma dos animais com base na reação de Griess 
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(GREEN; GOLDMAN, 1981; RADENOVIC; SELAKOVIC, 2005). Para esse experimento 

100 μL do reativo de Griess (sulfanilamida a 1% / cloridrato de N-(1-naftil)- etilenediamina 

0.1% / ácido fosfórico a 5% / água destilada, na proporção de 1:1:1:1) foi adicionado a 100 μL 

das amostras estudadas (plasma e homogenato hipocampal) e incubado a temperatura ambiente 

por 10 min. A curva padrão foi elaborada com varias concentrações de NaNO2 (variando de 

0,75 a 100 mM) sob as mesmas condições e os brancos foram preparados pela adição de 100 

μL do reativo de Griess a 100 μL do tampão usado para o homogenato. A absorbância foi 

medida em leitor de microplacas em 560 nm e foi expressa em nM de nitrito / g de tecido úmido, 

para amostras de hipocampo e mcg/mL, para amostras de plasma. 

4.7 Análise estatística 

 Todos os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média utilizando o 

software SPSS (Versão 23 para Windows). Os resultados foram analisados por ANOVA de três 

vias seguida por análise de post hoc de comparações múltiplas utilizando o teste de Bonferroni 

para explorar as interações significativas e revelar as diferenças específicas entre os grupos. Os 

fatores utilizados para estas análises foram "sexo" (macho X fêmea), “dois desafios” 

(tratamento neonatal com poly (I:C) e exposição ao estresse na adolescência X sem desafio 

imune neonatal e sem estresse na adolescência) e “Tratamento” (salina X Candesartana). 

Ademais, a análise dos resultados de expressão protéica foi realizada por ANOVA de duas vias 

seguida pelo teste post hoc de Fisher’s LSD. Para análise dos resultados do teste de IPP foi 

realizada uma média entre as IPPs das três intensidades de decibéis que cada animal foi exposto. 

O nível de significância foi definido em P ≤ 0.05. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Resultados das alterações comportamentais  

O teste de inibição pré-pulso foi usado para avaliar a função sensório-motor atencional 

(BRAFF; LIGHT, 2005). O resultado de sobressalto para cada pré-pulso analisado foi calculado 

através de uma média entre as três intensidades. A análise da média de sobressalto nas três 

intensidades de pré-pulso (Fig. 8) revelou uma interação significativa entre os fatores 

“tratamento” e “dois desafios” [F (1, 104) = 62,768; P<0,0001] sem interação significativa entre 

os três fatores. Tanto os machos quanto as fêmeas quando submetidos ao modelo de dois 

desafios apresentaram déficits de IPP quando comparados com o grupo controle (não expostos 

aos dois desafios) (machos e fêmeas: P<0,0001). O tratamento com candesartana preveniu os 

déficits de IPP tanto nos machos quanto nas fêmeas (machos e fêmeas: P<0,0001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 

 

M
é

d
ia

 d
a

 I
n

ib
iç

ã
o

 p
r
é

-p
u

ls
o

 (
%

)

M a c h o s  F ê m e a s

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

S a l / E -

P o ly ( I :C )  /  E +

P o ly ( I :C )  / E +  / C A N D

S a l /  E -  /  C A N D

*
*

# #

 

 

Fig. 8. Efeito da CAND na média da % de IPP de camundongos machos e fêmeas submetidos ao modelo de dois 

desafios. As barras representam a média ± E.P.M (SEM) (n=08-19 animais/grupo). *P <0,05 quando comparado 

com o grupo controle; #P <0,05 quando comparado com grupo modelo (“dois desafios”). A análise dos resultados 

foi feita através da ANOVA de três vias seguida pelo teste de Bonferroni. Abreviações: Sal = salina; CAND = 

candesartana; E+: expostos ao estresse; E-: não expostos ao estresse. 
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No que concerne ao teste de campo aberto, o parâmetro de atividade locomotora foi 

mensurado pelo número de cruzamentos (Fig. 9A). Foi verificada uma significante interação 

entre dois fatores: “tratamento” e “dois desafios” [F (1, 91 = 22,685; P<0,0001] sem interação 

entre os três fatores. Tanto os animais machos e fêmeas apresentaram um aumento no número 

de cruzamentos quando expostos aos dois desafios (machos: P = 0,001; fêmeas: P<0,0001) em 

comparação aos animais não expostos aos desafios (animais controle). O tratamento com 

CAND diminuiu o número de cruzamentos quando comparado com os animais submetidos ao 

modelo sem tratamento (machos e fêmeas: P<0,0001). São demonstrados também as trajetórias 

representativas de cada grupo obtidas através do software Panlab SMART video tracking 

system 3.0 (Fig. 9B). 
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Fig. 9. Efeito da CAND no número total de cruzamentos percorridos pelos animais machos e fêmeas submetidos 

ao modelo de “dois desafios” [poly(I:C) + E+] (A) e suas respectivas trajetórias representativas (B). As barras 

representam a média ± E.P.M  (n=05-15 animais/grupo). *P <0,05 quando comparado com o grupo controle; #P 

<0,05 quando comparado com grupo modelo (“dois desafios”). A análise dos resultados foi feita através da 

ANOVA de três vias seguida pelo teste de Bonferroni. Abreviações: Sal = salina; CAND = candesartana; E+: 

expostos ao estresse; E-: não expostos ao estresse. 
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 Tendo em consideração o comportamento de sociabilidade ou interação social (Fig. 

10A), a análise estatística revelou uma significante interação de duas vias entre os fatores 

“tratamento” e “dois desafios” [F (1, 109) = 63,587; P<0,0001] sem interação entre os três 

fatores. A exposição ao modelo de dois desafios reduziu drasticamente a interação social 

quando comparados aos animais sem desafios, tanto nos machos quanto nas fêmeas (machos e 

fêmeas: P<0,0001). Por outro lado, o tratamento com CAND preveniu os déficits na 

sociabilidade induzidos pelo modelo de dois desafios, tanto nas fêmeas quanto nos machos, 

quando comparado aos animais expostos aos desafios e tratados com salina (fêmeas e machos: 

P<0,0001). 

Em relação à memória de trabalho avaliada pela porcentagem de alternações corretas no 

teste de Labirinto em Y (Fig. 10B), a análise univariada revelou uma interação significativa de 

duas vias entre os fatores “tratamento” e “dois desafios” [F (1, 76 = 45,464; P<0,0001]. O 

modelo de dois desafios reduziu a porcentagem de alternações corretas tantos nos animais 

machos quanto nas fêmeas quando comparados com os animais controle (machos e fêmeas: 

P<0,0001). O tratamento com CAND preveniu o déficit na memória de trabalho induzido pela 

exposição aos dois desafios quando comparados aos animais apenas expostos ao modelo 

tratados com salina (machos e fêmeas: P<0,0001).  
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Fig. 10. Efeito da CAND na Interação social (A) e na % de Alternações corretas (B) em camundongos machos e 

fêmeas submetidos ao modelo de dois desafios [poly(I:C) + E+]. As barras representam a média ± E.P.M  (n=06-

15 animais/grupo). *P <0,05 quando comparado com o grupo controle; #P <0,05 quando comparado com grupo 

modelo (“dois desafios”). A análise dos resultados foi feita através da ANOVA de três vias seguida pelo teste de 

Bonferroni. Abreviações: Sal = salina; CAND = candesartana; E+: expostos ao estresse; E-: não expostos ao 

estresse. 
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5.2 Resultados da avaliação da expressão proteica do receptor AT1 

Na avaliação da expressão hipocampal do receptor AT1 não houve interação entre os 

fatores [F (1, 14) = 2,32; P = 0.1499], entretanto verificou-se um aumento significativo na 

expressão de AT1 nos animais machos submetidos aos dois desafios (P = 0.0096) quando 

comparado aos animais machos tratados com salina. Foi observado também uma diminuição 

de expressão de AT1 quando os machos foram expostos aos dois desafios foram tratados com 

CAND (P = 0.0219) Enquanto que as fêmeas submetidas aos dois desafios apresentam um 

maior nível de expressão relativa de AT1 quando em comparação com os machos expostos aos 

desafios (P = 0.0026) (Fig. 11A). 

5.3 Resultados da avaliação da expressão proteica de NF-κB 

Na avaliação da expressão hipocampal do fator de transcrição NF-κB não houve interação 

significativa entre os fatores avaliados [F (2, 19) = 1.774; P = 0.1966]. Contudo, foi possível 

verificar um aumento da expressão relativa desse fator em machos submetidos ao modelo de 

dois desafios quando comparados aos machos controle (P = 0.0275). Observou-se também uma 

diminuição na expressão de NF-κB quando os machos expostos aos dois desafios foram tratados 

com CAND (P = 0.0161). Além disso, as fêmeas submetidas aos dois desafios apresentaram 

menor expressão relativa desse fator quando comparadas com os machos submetidos aos 

mesmos desafios (P = 0.0126). (Fig. 11B) 
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Fig. 11. Efeito da CAND na expressão proteica de AT1 (A) e NF-κB (B) avaliada no hipocampo de camundongos 

machos e fêmeas submetidos ao modelo de dois desafios [poly(I:C) + E+]. As barras representam a média ± E.P.M  

(n=4-5 animais/grupo). *P <0,05 quando comparado com o grupo controle; #P <0,05 quando comparado com 

grupo modelo (“dois desafios”); &P <0,05 em relação aos dois sexos. A análise dos resultados foi feita através da 

ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Fisher's LSD. Abreviações: Sal = salina; CAND = candesartana; DPN 

= dia pós-natal; E+: expostos ao estresse; E-: não expostos ao estresse. 
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5.4 Resultado das alterações nos níveis de citocinas no hipocampo 

A análise dos níveis de interleucina 1β (IL-1β) no hipocampo revelou uma interação 

significativa de duas vias entre os fatores “sexo” e “tratamento” [F(1, 51) = 47,410; P<0,0001] 

e entre os fatores “sexo” e “dois desafios” [F(1, 51 = 41,802; P<0,0001] sem interação 

significativa entre os três fatores (Fig. 12A). Apenas os animais machos expostos aos dois 

desafios apresentaram um aumento nos níveis hipocampais de IL-1β quando comparados aos 

animais sem desafios (P<0,0001). O tratamento com CAND reduziu os níveis de IL-1 β no 

hipocampo nos animais machos e fêmeas submetidos aos dois desafios (fêmeas: P<0,041; 

machos: P<0,0001).  

Em relação aos níveis de interleucina 4 (IL-4) no hipocampo (Fig. 12B). A análise 

revelou significantes interações de duas vias entre os fatores: “tratamento” e “sexo” [F(1, 49) = 

88,086; P<0,0001]; “sexo” e “dois desafios” [F(1, 49 = 104,205; P<0,0001]; e “tratamento” e 

“dois desafios” [F(1, 49) = 13,802; P = 0,001] sem interação entre os três fatores. Enquanto os 

animais machos quando expostos aos dois desafios apresentaram níveis elevados de IL-4 no 

hipocampo, as fêmeas apresentaram níveis diminuídos dessa mesma citocina (machos e fêmeas: 

P<0,0001). Por outro lado, o tratamento com CAND reduziu os níveis de IL-4 no hipocampo 

dos animais expostos aos dois desafios, tanto nos machos quanto nas fêmeas (machos e fêmeas: 

P<0,0001). Além disso é importante destacar que os animais machos sem desafios tratados com 

salina (controle) apresentaram níveis menores de IL-4 em comparação as fêmeas do grupo 

controle (P<0,0001).   

Tendo em consideração os níveis hipocampais de TNF-α (Fig. 12C), a análise 

univariada revelou um significante interação de duas vias entre os fatores: “tratamento” e 

“sexo” [F(1, 40) = 58,639; P<0,0001]; e “sexo” e “dois desafios” [F(1, 40) = 74,202; P<0,0001]. 

Os animais machos expostos aos dois desafios apresentaram níveis aumentados de TNF-α, 

enquanto as fêmeas expostas aos desafios apresentaram níveis diminuídos quando comparados 

aos animais sem exposição aos desafios (fêmeas: P = 0,015; machos: P<0,0001). O tratamento 

com CAND foi capaz de diminuir os níveis de TNF-α no hipocampo dos animais submetidos 

ao modelo, tanto nos machos quanto fêmeas (machos: P<0,0001; fêmeas: P = 0,041). 
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Fig. 12. Efeito da CAND nos níveis hipocampais de IL-1β (A), IL-4 (B) e TNF-α (C) em camundongos machos e 

fêmeas submetidos ao modelo de dois desafios [poly(I:C) + E+]. As barras representam a média ± E.P.M  (n=06-

15 animais/grupo). *P <0,05 quando comparado com o grupo controle; #P <0,05 quando comparado com grupo 

modelo (“dois desafios”); &P <0,05 em relação aos dois sexos. A análise dos resultados foi feita através da 

ANOVA de três vias seguida pelo teste de Bonferroni. Abreviações: Sal = salina; CAND = candesartana; E+: 

expostos ao estresse; E-: não expostos ao estresse. 
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5.5 Resultados das alterações oxidativas e nitrosativas 

5.5.1 Alterações na região cerebral do hipocampo 

A análise dos níveis de malondialdeído (MDA) no hipocampo revelou interações 

significantes de duas vias entre os fatores: “tratamento” e “sexo” [F (1, 60) = 10,516; P = 0,002]; 

“tratamento” e “dois desafios” [F (1, 60) = 13,450; P = 0,001] com interação entre os três 

fatores, “tratamento”, “sexo e “dois desafios” [F (1, 60) = 19,808; P<0,0001] (Fig. 13A). A 

exposição aos dois desafios aumentou os níveis de malondialdeído apenas nos animais machos 

quando comparados aos animais controle (sem desafios) (machos: P<0,0001; fêmeas: P = 

0,137). O tratamento com CAND diminuiu os níveis de MDA nos animais machos submetidos 

ao modelo, enquanto que nas fêmeas o tratamento com CAND aumentou os níveis de MDA em 

comparação aos animais submetidos ao modelo tratados com salina (machos: P = 0,016; 

fêmeas: P<0,0001). Nesta área cerebral, os níveis do produto de peroxidação lipídica foi menor 

em fêmeas expostas aos dois desafios em comparação aos machos (P<0,0001). 

No tocante aos níveis de nitrito/nitrato no hipocampo foi possível observar uma 

significante interação entre “tratamento” e “dois desafios” [F (1, 56) = 12,87; P = 0,001] sem 

interação entre os três fatores. A exposição aos dois desafios aumentou os níveis de 

nitrito/nitrato em comparação aos animais não expostos, tanto machos quanto fêmeas (machos 

e fêmeas: P<0,0001). O tratamento com CAND foi capaz de prevenir as alterações nos níveis 

de metabólitos nitrosativos induzidas pelo modelo apenas nas fêmeas (P = 0,001) (Fig. 13B). 
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Fig. 13. Efeito da CAND nos níveis hipocampais de MDA (TBARS) (A) e Conteúdo de nitrito/nitrato (B) em 

camundongos machos e fêmeas submetidos ao modelo de dois desafios (poly(I:C) + E+). As barras representam a 

média ± E.P.M  (n=06-15 animais/grupo). *P <0,05 quando comparado com o grupo controle; #P <0,05 quando 

comparado com grupo modelo (“dois desafios”); &P <0,05 em relação aos dois sexos. A análise dos resultados foi 

feita através da ANOVA de três vias seguida pelo teste de Bonferroni. Abreviações: Sal = salina; CAND = 

candesartana; E+: expostos ao estresse; E-: não expostos ao estresse. 



61 

 

5.5.2 Alterações no compartimento plasmático 

Com relação aos níveis de um produto da peroxidação lipídica no plasma 

(malondialdeído – MDA) foi possível verificar uma interação significativa entre os fatores 

“tratamento” e “dois desafios” [F (1, 72) = 14,261; P<0,0001] sem apresentar interação entre 

os três fatores estudados. Níveis elevados de MDA foram detectados no plasma, tanto nos 

camundongos machos (P<0,0001) quanto nas fêmeas (P<0,0001), expostos aos dois desafios. 

O tratamento com CAND reverteu o aumento da peroxidação lipídica induzida pela exposição 

aos dois desafios em ambos sexos (machos: P<0,0001 e fêmeas P<0,0001) (Fig. 14A).  

Em relação aos níveis de nitrito/nitrato no plasma, duas interações de duas vias foram 

observadas entre “sexo” e “dois desafios” [F (1, 60) = 6,77; P = 0,012], “tratamento” e “dois 

desafios” [F (1, 60) = 31,28; P<0,0001] com uma interação significativa entre as três variáveis 

estudadas [F (1, 60) = 13,493; P = 0,001]. Níveis elevados de nitrito/nitrato foram detectados 

no plasma dos camundongos submetidos aos dois desafios, em ambos sexos (machos e fêmeas: 

P<0,0001). Neste mesmo fluído, o tratamento com CAND reduziu os níveis de nitrito/nitrato 

nos camundongos machos (P = 0,047) e fêmeas (P<0,0001) submetidos ao modelo em 

comparação aos homólogos tratados com salina. Em contrapartida, as fêmeas sem exposição 

aos dois desafios e tratadas com CAND apresentaram níveis elevados de nitrito/nitrato em 

relação ao grupo controle (P<0,0001) (Fig. 14B).  
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Fig. 14. Efeito da CAND nos níveis plasmáticos de MDA (TBARS) (A) e conteúdo de nitrito/nitrato (B) em 

camundongos machos e fêmeas submetidos ao modelo de dois desafios [poly(I:C) + E+]. As barras representam a 

média ± E.P.M (n=06-15 animais/grupo). *P <0,05 quando comparado com o grupo controle; #P <0,05 quando 

comparado com grupo modelo (“dois desafios”); &P <0,05 em relação aos dois sexos. A análise dos resultados foi 

feita através da ANOVA de três vias seguida pelo teste de Bonferroni. Abreviações: Sal = salina; CAND = 

candesartana; E+: expostos ao estresse; E-: não expostos ao estresse. 



63 

 

6. DISCUSSÃO 

  Em suma, os resultados mostraram que o desafio imune neonatal com poly(I:C), 

combinado ao estresse na adolescência, provocou alterações comportamentais, oxidativas, 

nitrosativas e pró-inflamatórias em camundongos machos e fêmeas. Mostraram também que a 

administração de CAND durante a fase da periadolescência de machos e fêmeas preveniu 

algumas alterações induzidas pelo modelo de dois desafios.  

 Mais especificamente, após exposição aos dois desafios, foram observadas alterações 

como déficits de IPP, hiperlocomoção, prejuízo na sociabilidade e déficits na memória de 

trabalho, em ambos os sexos. A administração prévia de CAND foi capaz de prevenir todas as 

alterações comportamentais em ambos os sexos. Além disso, foi revelada uma supra expressão 

dos receptores AT1 e do fator de transcrição NF-κB no hipocampo dos animais machos 

submetidos aos dois desafios, sendo a CAND capaz de prevenir a supra-regulação dessas 

proteínas apenas neste sexo. 

 Outra avaliação realizada demostrou o aumento dos níveis das citocinas IL-1β, IL-4 e 

TNF-α no hipocampo apenas dos animais machos submetidos ao modelo. O tratamento 

preventivo com a CAND preveniu o aumento desses marcadores inflamatórios nestes animais.  

 Ocorreram também mudanças oxidativas nos camundongos expostos aos dois 

desafios, avaliadas tanto no hipocampo quanto no plasma, através do aumento de peroxidação 

lipídica no hipocampo (nos machos) e no plasma (ambos os sexos). Neste caso, a CAND foi 

capaz de prevenir o aumento da peroxidação lipídica apenas no plasma em ambos os sexos.  

 Em relação às mudanças nitrosativas, demonstradas através do aumento dos níveis de 

nitrito/nitrato tanto no hipocampo quanto no plasma em ambos os sexos, a CAND mostrou-se 

eficiente em prevenir esse aumento tanto no hipocampo (apenas nas fêmeas) quanto no plasma 

(ambos os sexos). 

Efeito preventivo da Candesartana sobre as alterações comportamentais induzidas pelo 

modelo de dois desafios em ambos os sexos.  

 A exposição à infecção viral pré-natal e a traumas psicológicos na fase peripuberal são 

dois fatores de risco ambientais envolvidos na etiologia dos transtornos neuropsiquiátricos, 

como a esquizofrenia (GIOVANOLI et al., 2013a). O modelo em estudo foi adaptado de tal 

forma que, o primeiro desafio, a ativação imunológica com poly(I:C), ocorre no período 

neonatal (5-7 DPN) e o segundo desafio (expressão a fatores micro-estressores) ocorre na 

adolescência (35-43 DPN). Esse modelo neurodesenvolvimental da esquizofrenia está cada vez 
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mais em evidência e demonstra ser um importante modelo animal, apresentando validade de 

face, de constructo e preditiva (JONES et al., 2011).  

A validade de face dos sintomas positivos em modelos animais de esquizofrenia é 

controversa devido às limitações em mimetizar fenômenos exclusivamente humanos, como 

alucinações auditivas e delírios, em animais. Desta forma, os sintomas positivos em animais 

são avaliados com base em dois principais tipos de alterações comportamentais: hiperatividade 

locomotora e déficits de IPP (VAN DEN BUUSE, 2010).   

 A IPP é caracterizada pela redução do reflexo de sobressalto a um estímulo acústico 

intenso (pulso), quando imediatamente precedido por um estímulo de menor intensidade (pré-

pulso) (HOFFMAN; ISON, 1980b; SWERDLOW et al., 2008), demonstrando desse modo, o 

papel do filtro sensório-motor (GRAHAM, 1975). Pacientes com esquizofrenia tanto homens 

quanto mulheres apresentam déficits de IPP (BRAFF et al., 2005). Nossos resultados 

corroboram com esses dados através da redução da IPP nos animais de ambos os sexos 

submetidos aos dois desafios, mostrando, desta forma, um prejuízo no filtro sensório-motor 

destes animais semelhante ao encontrado na clínica dos pacientes com esquizofrenia. 

Em concordância, estudos anteriores abordando o modelo de esquizofrenia dos dois 

desafios, relataram que a combinação de ambos os insultos foi associada a déficits na ativação 

do filtro sensório-motor (DESLAURIERS et al., 2013; MONTE et al., 2017a). O déficit de IPP 

é considerado um endofenótipo para a esquizofrenia (BRAFF et al., 2007) sendo indicativo de 

um prejuízo no processo antecipatório que impede a sobrecarga sensorial e a fragmentação 

cognitiva (GEYER; MCILWAIN; PAYLOR, 2002; POWELL; ZHOU; GEYER, 2009; 

SWERDLOW et al., 1991). Assim, a IPP representa a "interface entre a psicose e a cognição" 

(DESBONNET; WADDINGTON; O’TUATHAIGH, 2009). Nesse contexto, nossos resultados 

mostraram que a administração de CAND durante a adolescência e início da fase adulta foi 

capaz de prevenir os sintomas tipo positivos e cognitivos induzidos pelo modelo dos dois 

desafios em ambos os sexos, evidenciado pelos déficits de IPP, apontando para uma potencial 

abordagem no efeito preventivo nesta fase crítica da esquizofrenia.  

Déficits de IPP também podem ser induzidos por fármacos que facilitam a atividade 

dopaminérgica, como d-anfetamina (SWERDLOW et al., 1990), bem como por fármacos que 

ativam diretamente os receptores de dopamina D2 (D2Rs), por exemplo, apomorfina 

(SWERDLOW; GEYER, 1998). Em um estudo prévio, que utilizou apomorfina como agonista 

dopaminérgico, o pré-tratamento com captopril, um inibidor da ECA (enzima conversora de 

angiotensina), causou uma redução no efeito da apomorfina no IPP, similar ao observado nos 

camundongos knockout para ECA (VAN DEN BUUSE et al., 2005). Semelhante ao encontrado 
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nos nossos resultados com a candesartana, esses dados sugerem um papel importante dos 

agentes que interferem no SRA na modulação dos mecanismos dopaminérgicos envolvidos no 

IPP. 

Além do déficit da IPP, outra alteração observada nos animais machos e fêmeas 

submetidos aos dois desafios foi o aumento da atividade locomotora avaliada pelo teste do 

campo aberto. Juntas, essas duas alterações mimetizam os sintomas tipo esquizofrenia 

"positivos". Em concordância, achados semelhantes relacionados ao aumento da atividade 

locomotora também foram observados em dois modelos animais de esquizofrenia: modelo de 

esquizofrenia induzido pela administração repetida de cetamina (VASCONCELOS et al., 

2015a) e em modelo neurodesenvolvimental de esquizofrenia induzido por “dois desafios” em 

ratos machos e fêmeas (MONTE et al., 2017a).  Embora complexo e multifatorial, o papel da 

dopamina no controle do movimento já é bem estabelecido sendo o teste para hiperatividade 

locomotora baseado no conceito de que a atividade dopaminérgica aumentada em roedores leva 

a uma atividade motora aumentada, frequentemente interpretada como indicativo de 

comportamento do tipo psicótico (JONES et al., 2011; VAN DEN BUUSE, 2010).  

Com relação ao efeito da CAND na atividade locomotora, fêmeas e machos expostos 

aos dois desafios e tratados com CAND apresentaram uma redução desse parâmetro quando 

comparados aos animais submetidos aos dois desafios e não tratados, evidenciando que a 

CAND preveniu a hiperlocomoção nesses animais. Correlacionando com nossos achados, 

nosso grupo de pesquisa anteriormente demonstrou que a CAND foi capaz de prevenir a 

hiperlocomoção em camundongos submetidos ao modelo animal de mania induzida por 

anfetamina, uma droga capaz de induzir sintomas símiles a psicose semelhantes aos da 

esquizofrenia aguda (BRAMNESS et al., 2012; DE SOUZA GOMES et al., 2015).  

Desde que o transtorno esquizofrênico tem sido proposta como uma síndrome clínica 

(CARPENTER, 2007), seus diferentes domínios, na medida do possível, devem ser abordados 

na pesquisa pré-clínica. Isso é reforçado pelas necessidades terapêuticas não satisfatórias em 

relação aos sintomas negativos (CARPENTER, 2007). Visto isso, alguns testes 

comportamentais pré-clínicos são utilizados para avaliar comportamentos relacionados aos 

sintomas negativos da esquizofrenia em animais. O teste comportamental mais utilizado neste 

contexto é o de interação social (NEILL et al., 2010), visto que o isolamento social é um dos 

principais sintomas negativos deste transtorno (LYSAKER et al., 2012).  

Em concordância com o observado na clínica dos sintomas negativos, nossos 

resultados revelaram uma redução da interação social nos animais machos e fêmeas submetidos 

ao modelo de esquizofrenia dos dois desafios. De maneira semelhante, um estudo anterior do 
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nosso grupo de pesquisa demonstrou uma redução na interação social em camundongos machos 

submetidos ao modelo de esquizofrenia induzido pela administração repetida de cetamina 

(VASCONCELOS et al., 2015b), sendo esta alteração comportamental associada a sintomas 

tipo esquizofrenia "negativos"  (ELLENBROEK et al., 2000). Ademais, a redução desse 

parâmetro foi prevenida pela administração de CAND durante a adolescência e início da fase 

adulta, mostrando, desta forma, que a CAND foi capaz de prevenir os sintomas negativos do 

tipo esquizofrenia no modelo animal de dois desafios em ambos os sexos. Resultado semelhante 

foi observado, em estudo anterior em que a CAND mostrou-se capaz de reduzir o 

comportamento de doença em modelo animal de inflamação cerebral induzido por LPS em 

ratos, melhorando o isolamento, a interação social e o apetite (BENICKY et al., 2011b; 

SAAVEDRA, 2012b). 

Na esquizofrenia, a disfunção cognitiva não é global e generalizada, mas sim 

específica e seletiva, incluindo problemas de atenção e percepção, resolução de problemas, 

memória de curto e longo prazo e em particular a memória de trabalho (BÉGOU et al., 2008). 

Semelhante ao observado na clínica dos sintomas cognitivos da esquizofrenia, nossos dados 

revelam que os animais machos e fêmeas submetidos aos dois desafios apresentaram prejuízo 

na memória de trabalho, avaliada através do teste de labirinto em Y. Corroborando com estudo 

anterior que, de forma semelhante, também observou uma redução a memória de trabalho em 

ratos machos e fêmeas submetidos ao modelo neurodesenvolvimental de esquizofrenia 

induzido por “dois desafios” (MONTE et al., 2017b).  

Em relação ao efeito da CAND na memória de trabalho avaliada pelo teste de labirinto 

em Y, fêmeas e machos expostos aos dois desafios e tratados com CAND apresentaram uma 

melhora desse parâmetro, evidenciando que a CAND foi eficiente em prevenir os sintomas tipo 

cognitivos induzidos pelo modelo. Resultado similar foi observado em um estudo anterior, onde 

a CAND preveniu os déficits de memória de trabalho em camundongos submetidos ao modelo 

de mania induzido por anfetamina (DE SOUZA GOMES et al., 2015).  Colaborando com 

nossos resultados, estudo anterior demonstrou que fármacos BRAs, como losartana e 

valsartana, atenuaram o déficit de memória induzido pela escopolamina e mostraram 

propriedades que melhoram a memória, evidenciado uma alternativa segura para o tratamento 

de distúrbios que envolvem a sintomatologia de défice cognitivos (NADE et al., 2015). 

Desta forma, a CAND foi capaz de prevenir todas as alterações comportamentais 

resultantes da exposição combinada das adversidades ambientais de ativação imunológica pré-

natal e o estresse na puberdade em camundongos de ambos os sexos. Adversidades essas que 
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podem de fato interagir umas com as outras no desenvolvimento de disfunções cerebrais e 

comportamentais em adultos. 

 Estudo das alterações oxidativas, nitrosativas e pró-inflamatórias da esquizofrenia 

induzidas pelo modelo de dois desafios e o efeito preventivo da candesartana nestas 

alterações.  

Evidências anteriores destacam que a maioria dos efeitos fisiológicos e patológicos da 

ativação do SRA são consequência da ativação dos receptores AT1 pela angiotensina II tanto 

no cérebro como na periferia (BENICKY et al., 2011a; SAAVEDRA, 2005; SAAVEDRA; 

BENICKY; ZHOU, 2006a). A hiperativação da sinalização dos receptores AT1 está 

relacionada com o comprometimento cognitivo, morte celular e inflamação (AHMED et al., 

2018; LABANDEIRA-GARCIA et al., 2017; XIA; LAZARTIGUES, 2008; ZHANG et al., 

2012). Sugerindo, assim, que o aumento da expressão dos receptores AT1 no hipocampo dos 

animais machos submetidos aos dois desafios tem um papel importante no surgimento das 

alterações neuroquímicas induzidas pelo modelo, porém de forma diferenciada nos animais 

machos e fêmeas.  

Em relação à ausência de alterações na expressão de AT1 nas fêmeas, estudo 

abordando as diferenças sexuais na expressão do recepor AT1 relata que essa expressão é 

regulada negativamente pelo estrogênio em tecidos periféricos e centrais de ratos, mostrando, 

desta forma, a interferência do estrógeno no SRA (DEAN et al., 2005; GIRONACCI et al., 

2013). Corroborando com nossos achados, XUE e colaboradores (2014) demonstraram que as 

fêmeas são protegidas da sensibilização induzida por angiotensina II através do estrógeno, o 

que leva a regulação do SRA cerebral. 

Ademais, entre os muitos reguladores endógenos da função hipocampal, o estrógeno 

e a progesterona se destacam por sua relevância para a saúde humana e doenças. Em seres 

humanos, o humor, a cognição e a ativação do hipocampo oscilam em resposta à circulação dos 

níveis de esteroides ovarianos durante todo o ciclo menstrual (ROSENBERG; PARK, 2002). 

Similarmente, em ratos e camundongos, a fase do ciclo estral modula a excitabilidade 

hipocampal e alguns comportamentos dependentes do hipocampo (KOROL et al., 2004; 

SCHARFMAN et al., 2003). Supomos, portanto, que há uma relação entre o hipocampo e o 

estrógeno, portanto as dosagens neuroquímicas e de expressão proteica foram realizadas nesta 

área cerebral, no sentido de tentar atrelar os resultados aqui encontrados às diferenças de sexo. 

Como destacado anteriormente, o uso da candesartana, fármaco bloqueador dos 

receptores AT1 da angiotensina II, preveniu o aumento da expressão desses receptores nos 
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animais machos. Em concordância com os nossos achados, estudos prévios mostram que o uso 

de BRAs reduz a expressão dos receptores AT1 induzida pela administração de LPS levantando 

a hipótese de que os BRAs reduzem os mecanismos de transdução de sinal pró-inflamatórios 

incluindo ativação de NF-κB, proteína ativadora-1 (AP-1), Ciclo-oxigenase-2 (COX-2), óxido 

nítrico-sintase induzida (iNOS), NADPH oxidase e geração excessiva de EROs, ativação da 

micróglia e outras vias de sinalização da inflamação (DANDONA et al., 2003; GUHA; 

MACKMAN, 2001; ZHANG et al., 2010b).  

De fato, angiotensina II é conhecida por ser um mediador pró-inflamatório quando 

ligada ao seu receptor específico AT1, provocando a ativação de múltiplas vias de sinalização 

intracelular envolvidas na produção de espécies reativas que, por sua vez levam à ativação de 

fatores de transcrição, como o fator nuclear kappa B (NF-κB). Isso permite que o NF-κB migre 

para o núcleo para induzir um aumento na transcrição de citocinas pró-inflamatórias, moléculas 

de adesão e enzimas que geram EROs, gerando alterações extensas nas vias de sinalização 

celular e molecular (DANDONA et al., 2003; KIM et al., 2012; PUEYO et al., 2000).  

Tendo em vista que o NF-κB é um importante fator de transcrição que regula uma 

ampla variedade de processos celulares e vias de sinalização (LEZOUALC’H; BEHL, 1998), 

determinamos a expressão proteica deste fator para melhor compreender o seu papel na ativação 

sequencial da inflamação e da formação de espécies reativas. Nossos dados revelaram um 

aumento na expressão proteica do NF-κB nos animais machos submetidos ao modelo de dois 

desafios, sendo o tratamento preventivo com a CAND capaz de prevenir esse aumento. Estes 

dados corroboram com a maior expressão proteica dos receptores AT1 encontrada nos animais 

machos submetidos ao modelo e sugerem um papel protetor do uso de BRAs na prevenção dos 

processos pró-inflamatórios e pró-oxidantes mediados pela angiotensina II.  

Em relação às fêmeas submetidas aos dois desafios, não encontramos nenhuma 

alteração em relação ao grupo controle e ao grupo tratado com CAND, provavelmente devido 

ao efeito protetor do estrógeno nas fêmeas, que atua regulando a translocação do NF-κB para o 

núcleo (LASARTE et al., 2013).  

Visto isso, avaliamos o efeito protetor da CAND sobre os níveis das citocinas TNF-α, 

IL-1β e IL-4, três citocinas com funções imunológicas bem caracterizadas e evidências de um 

papel no SNC, no hipocampo dos animais submetidos ao modelo de esquizofrenia dos dois 

desafios. Ademais, uma série de evidências tem apontado para o papel de mediadores 

inflamatórios em transtornos neuropsiquiátricos como a esquizofrenia (ARICIOGLU et al., 

2016; MÜLLER et al., 2015).   
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A IL-4 é um participante crítico das funções cerebrais, como memória e aprendizagem, 

e pode estar relacionada com as respostas anti-inflamatórias (GADANI et al., 2012), como 

evidenciado nas fêmeas do grupo controle em relação aos machos do grupo controle. No 

entanto, sob certas condições, também está envolvida em alterações pró-inflamatórias 

(MAJOR; FLETCHER; HAMILTON, 2002), como demonstrado em nossos resultados e em 

estudo anterior utilizando modelo animal de esquizofrenia induzido pela administração repetida 

de cetamina (DA SILVA ARAÚJO et al., 2017). Nossos resultados revelam também que esse 

aumento dos níveis de IL-4 só está presente nos animais machos submetidos aos dois desafios. 

A valer, essa elevação de citocinas pró-inflamatórias apenas nos animais machos 

também foi demonstrada para os níveis de IL1-β e TNF-α. A IL1-β é uma citocina pró‐

inflamatória que regula processos neurodegenerativos e neuroprotetores no cérebro e está 

envolvida na modulação da plasticidade sináptica (Allan et al., 2005). Além disso, em 

concordância com nossos resultados mostra-se elevada no sangue e no líquido 

cefalorraquidiano de pacientes com psicose de primeiro episódio e recidivas agudas; e em 

pacientes com primeiro episódio de esquizofrenia, respectivamente (MILLER et al., 2011; 

SÖDERLUND et al., 2009), podendo estar relacionada ao estado de psicose. 

Já o TNF-α tem papel importante na morte celular neuronal, neurogênese e na resposta 

imunológica inata e adaptativa (IOSIF et al., 2006), sendo, em concordância com nossos dados, 

demonstrado em vários estudos o aumento dos seus níveis em pacientes com esquizofrenia 

(O’BRIEN; SCULLY; DINAN, 2008; SONG et al., 2013). Em síntese, nossos dados 

demonstraram níveis aumentados de TNF-α, IL-1β e IL4 apenas nos animais machos 

submetidos ao modelo dos dois desafios, enquanto que as fêmeas não apresentaram alterações 

significativas. 

Estes resultados sugerem mais uma evidência quanto ao papel protetor do estrógeno 

nas fêmeas submetidas aos “dois desafios” (CRIDER; PILLAI, 2017; KULKARNI et al., 

2001), mais especificamente, sugere a ação anti-inflamatória como um mecanismo dos efeitos 

neuroprotetores do estrógeno. Nossos achados corroboram com os estudos prévios em que 

marcadores inflamatórios, TNF-α, IL-1β, proteína inflamatória macrofágica 1 e fator 

estimulador de colônia de macrófagos estão aumentados após ovariectomia, evidenciando que 

a neuroinflamação é fortemente influenciada pela privação hormonal (BENEDUSI et al., 2012). 

Além disso, o estrógeno ao ativar seus receptores (ERs) medeia à inibição da atividade do NF-

κB (KALAITZIDIS; GILMORE, 2005), que por sua vez regula a expressão de genes da 

resposta pró-inflamatória (O’NEILL; KALTSCHMIDT, 1997).  



70 

 

Além da regulação mediada pelo NF-κB, no cérebro, a expressão aumentada do 

receptor AT1 está associada à inflamação periférica e central, podendo gerar uma lesão 

neuronal (BENICKY et al., 2011b). Tal aumento da expressão desses receptores também foi 

revelado nos animais machos submetidos ao modelo neurodesenvolvimental de esquizofrenia 

do presente estudo. Nesse sentido, a Candesartana, ao bloquear os receptores AT1 de 

angiotensina, atuou com atividade anti-inflamatória prevenindo o aumento das citocinas pró-

inflamatórias nestes animais machos. Corroborando com esses achados, estudos prévios 

avaliando o bloqueio dos receptores AT1, revelaram que a superatividade desse receptor é 

determinante na inflamação descontrolada e excessiva, alterações na função cerebrovascular e 

respostas patológicas ao estresse (SAAVEDRA, 2012a; SAAVEDRA; SÁNCHEZ-LEMUS; 

BENICKY, 2011). 

Essas descobertas nos levaram a avaliar se o estado redox também estava alterado por 

meio da determinação dos níveis da peroxidação lipídica e espécies reativas de nitrogênio no 

hipocampo e no plasma dos animais submetidos ao modelo neurodesenvolvimental de 

esquizofrenia dos dois desafios. Adicionalmente, avaliamos se o tratamento prévio com o 

CAND, um agente que apresenta atividade antioxidante (BILD et al., 2013), poderia prevenir 

as alterações desses parâmetros.   

De fato, estudos prévios destacam as alterações inflamatórias e oxidativas/nitrosativas 

como principais mecanismos fisiopatológicos envolvidos na esquizofrenia (BOŠKOVIĆ et al., 

2011; KIRKPATRICK; MILLER, 2013) tanto na periferia quanto no sistema nervoso central 

(SNC) (MEYER; SCHWARZ; MÜLLER, 2011a). Como evidência, temos que os níveis de 

peroxidação lipídica apresentam-se aumentados no plasma de pacientes com esquizofrenia 

(MAHADIK et al., 1998) e os níveis de GSH, que estima as defesas endógenas contra o estresse 

oxidativo, encontram-se diminuídos (DO et al., 2000; GRIMA et al., 2003). Desta forma, é 

possível que injúrias ambientais durante o período de desenvolvimento cerebral pós-natal 

juntamente com a suscetibilidade genética possam produzir alterações no sistema redox, 

aumentar o risco para um prejuízo do neurodesenvolvimento cerebral a longo prazo e contribuir 

para o aparecimento da doença na idade adulta (CABUNGCAL et al., 2013; JIANG; COWELL; 

NAKAZAWA, 2013).  

A peroxidação lipídica é o processo metabólico pelo qual as EROs provocam 

deterioração oxidativa dos lipídios. Este fato pode afetar significativamente a estrutura e as 

funções da membrana celular (VALKO et al., 2007). Sendo frequentemente usado como um 

biomarcador de estresse oxidativo em diversas doenças, incluindo a esquizofrenia (ZHANG et 

al., 2010a). Além disso, podemos observar o aumento da peroxidação lipídica em diferentes 
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modelos experimentais de esquizofrenia: modelo induzido pela administração repetida de 

cetamina (MONTE et al., 2013; SAMPAIO et al., 2018; VASCONCELOS et al., 2015a) e em 

modelo neurodesenvolvimental induzido por “dois desafios” (MONTE et al., 2017b), sendo 

esse endofenótipo também observado em humanos (DAVISON et al., 2017; DIETRICH-

MUSZALSKA; KOLIŃSKA-LUKASZUK, 2018) 

Corroborando com os resultados observados em estudos prévios, nossos achados 

revelam um aumento da peroxidação lipídica no plasma de machos e fêmeas expostos a 

poly(I:C) + estresse. No entanto, no hipocampo apenas os machos expostos aos dois desafios 

apresentaram aumento deste parâmetro, sendo, dessa forma, observadas influências sexuais nos 

níveis de peroxidação lipídica no hipocampo. De fato, sabe-se que as vias oxidativas são 

influenciadas pelo sexo (BAYIR et al., 2004; CASTAGNÉ; CUÉNOD; DO, 2004). E 

colaborando com nossos achados, diferentes autores propõem que ratas fêmeas produzem 

menos EROs que os machos (BORRÁS et al., 2003; JANG et al., 2004).  

Na tentativa de explicar essa diferente resposta ao estresse oxidativo no diferentes 

sexos, estudos prévios sugeriram que os homens têm maiores níveis de atividade da NADPH-

oxidase devido a um mecanismo mediado pela angiotensina II (BHATIA et al., 2012; DANTAS 

et al., 2004). De forma semelhante, foi observado que camundongos machos do tipo selvagem 

apresentaram um percentual de aproximadamente 75-85% maior na produção de EROs, como 

o superóxido e peróxido de hidrogênio, estimulada pela angiotensina II em relação às fêmeas 

sob as mesmas condições (DE SILVA et al., 2009), sugerindo que as fêmeas são mais 

resistentes ao aumento do estresse oxidativo mediado pela angiotensina II (BHATIA et al., 

2012).  

Adicionalmente, nossos resultados mostram que o tratamento preventivo com a 

candesartana preveniu o aumento da peroxidação lipídica no hipocampo dos animais machos e 

no plasma dos animais machos e fêmeas submetidos ao modelo dos dois desafios. Em outras 

condições experimentais, um estudo prévio demonstrou que o telmisartan, um BRA, atenuou o 

estresse oxidativo na hemorragia intracerebral experimental (JUNG et al., 2007), reforçando a 

influência do SRA sobre parâmetros oxidativos. 

Durante várias décadas o nitrito foi considerado fisiologicamente inerte, entretanto, 

sabe-se atualmente que o nitrito representa um reservatório estável que pode ser reduzido a 

óxido nítrico (NO) bioativo e a outras espécies reativas de nitrogênio (LUNDBERG; 

WEITZBERG; GLADWIN, 2008). Além disso, o NO pode reagir com moléculas como o ânion 

superóxido e formar espécies reativas de nitrogênio (ERNs). Estas ERNs podem modificar 

macromoléculas biológicas desempenhando um papel crucial na morte celular mediada 
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(PATEL et al., 1999). Dessa forma, os níveis de nitrito foram mensurados com o objetivo de 

analisar indiretamente os níveis de NO.  

    Visto isso, observamos que os níveis de nitrito aumentaram no hipocampo e no plasma 

dos animais machos e fêmeas expostos aos dois desafios. De fato, estudos clínicos e pré-clínicos 

mostram a associação de alterações das vias nitrérgicas com a fisiopatologia da esquizofrenia 

(DIETRICH-MUSZALSKA; BARTOSZ; SADOWSKA-BARTOSZ, 2015; MONTE et al., 

2017b), evidenciando inclusive uma relação desse marcador com a neuroinflamação (WALTZ 

et al., 2015). A CAND, por sua vez, foi capaz de prevenir o aumento dos níveis de espécies 

reativas de nitrogênio tanto no plasma (em ambos os sexos) quanto no hipocampo (apenas nas 

fêmeas).  Em concordância, estudos apontam que substâncias com efeito antioxidante como a 

CAND, por promoverem o equilíbrio oxidativo, são capazes de regular as concentrações desse 

marcador (BEN-AZU et al., 2018; CONUS et al., 2017; SAMPAIO et al., 2018), contribuindo 

para uma possível ação terapêutica na esquizofrenia.  

Em um contexto patológico, a iNOS (óxido nítrico-sintase induzida) é primariamente 

induzida por EROs e Citocinas (por exemplo o TNF-α e a IL-1β), através da ativação do NF-

κB. A ativação excessiva da iNOS promove a produção de grandes quantidades de NO e das 

enzimas NADPH oxidase e xanthine oxidase produtoras de ânion (O2-) superóxido. A produção 

simultânea de NO e O2- resulta na geração de peroxinitrito (ONOO−), que por sua vez danifica 

moléculas alvo incluindo proteínas, glutationa (GSH), mitocôndrias e DNA. Isto poderia 

implicar em morte celular em muitos ambientes clínicos e experimentais por peroxidação 

lipídica, diminuição da função mitocondrial e ruptura da barreira hematoencefálica (CHUNG 

et al., 2011; LEZA et al., 2015; LIMA-CABELLO et al., 2016).  

Desta forma, a CAND foi capaz de prevenir boa parte das alterações 

oxidativas/nitrosativas, pró-inflamatórias e de expressão proteica resultantes da exposição 

combinada aos fatores de risco precoces e tardios (como demonstrado na figura 15), fornecendo 

mais um ponto de apoio para o redirecionamento de fármacos considerados seguros para serem 

utilizados na fase do pródromo da esquizofrenia, na tentativa de prevenir o aparecimento do 

primeiro episódio psicótico e melhorar os sintomas que aparecem nessa fase.  
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Fig 15: Esquema representativo das vias de sinalização da angiotensina II: Efeito do modelo neurodesenvolvimental 

de dois desafios (a) e o efeito preventivo da Candesartana (b). CAND: Candesartana; Ang II: angiotensina II, RAT1: 

Receptores AT1 de angiotensina II, NF-kB: Fator Nuclear kappa B, IL-1β: interleucina 1β; IL-4: interleucina 4; 

TNF-α: Fator de Necrose Tumoral α; ERNs: espécies reativas de nitrogênio; , e EROs: Espécies Reativas de 

Oxigênio. As setas preenchidas significam ativação de sinalização; as setas tracejadas significam diminuição da 

sinalização ou efeito; As setas para cima representam aumento ou supra-regulação e as setas para baixo representam 

diminuição dos níveis. (Fonte: Do próprio autor) 
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7. CONCLUSÃO 

 

Concluímos neste estudo que machos e fêmeas apresentaram resultados 

comportamentais semelhantes e resultados neuroquímicos distintos induzido pelo modelo de 

dois desafios e, prevenido ou não, pelo tratamento com a CAND. Esses achados sobre o 

dimorfismo sexual tanto no modelo quanto no efeito farmacológico da CAND podem estar 

associados aos efeitos estrógeno nas fêmeas, acrescentando, portanto, evidências ao estudo da 

influência do sexo em esquizofrenia pelo uso de modelos animais baseados no desafio neonatal 

com Poly(I:C) e estresse na peri puberdade.  

Dessa forma, nossos resultados apontam para uma forte interação entre desafio 

imunológico na fase neonatal e eventos estressores na adolescência contribuindo para o 

desenvolvimento de alterações comportamentais e neuroquímicas associadas com o transtorno 

esquizofrênico na idade adulta, os quais podem ser prevenidos, em parte, pelo tratamento com 

a CAND, mostrando que o uso deste antagonista de receptor AT1 da angiotensina II pode ser 

uma alternativa interessante para a condução de pesquisas com modelos animais com validade 

translacional para psiquiatria. Finalmente, nosso estudo pode estimular e orientar o desenho de 

pesquisas que abordem novas metas para intervenções sexo-específicas (preventivas ou 

terapêuticas) na esquizofrenia. 
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